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Referat
Mit Aminotransferasen können chirale Amine auf biotechnologischem Weg hergestellt
werden. Diese besitzen große Bedeutung als Bausteine für weitere Synthesen in der
pharmazeutischen und agrochemischen Industrie. Da natürlich vorkommende Enzyme
oft nicht die gewünschte Substratspezifität für bestimmte industrielle Anwendungen
besitzen, ist eine Optimierung durch Mutagenese notwendig. Solche Entwicklungen sind
jedoch oft mit hohem Zeit- und Kostenaufwand verbunden. Die Optimierung kann
entweder ungezielt durch empirische Methoden oder gezielt unter Einbeziehung von
Informationen über das Enzym erfolgen. Die notwendigen Daten können als Vorbereitung
zu konkreten Produktentwicklungen durch Untersuchungen an potentiell geeigneten
Enzymen gewonnen werden. Um einen solchen rationalen Ansatz bei der einer speziellen
Amin-Pyruvat-Aminotransferase zu ermöglichen, war es Ziel der vorliegenden Arbeit die
Grundlagen für die Veränderung der Substratspezifität dieses Enzyms zu erarbeiten.
Zunächst wurden strukturelle Informationen durch ein Homologie-Modell gewonnen und
später durch eine experimentell bestimmte Struktur ergänzt. Mit dieser Struktur wurden
die Substrat-bindenden Reste identifiziert und zunächst der Einfluss auf die Substratbin-
dung durch ortsgerichtete Mutagenese überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass alle acht
ausgewählten Aminosäurereste an der Substratbindung beteiligt sind. Zudem wurde unter
diesen Positionen nach Mutanten gesucht, die neue Substrate umsetzen können. Eine
Reihe von Mutanten wurde identifiziert, die verschiedene neue Substrate umsetzen. Durch
die Art der Seitenketten, die Position der Aminosäuren und der chemischen Struktur
der akzeptierten Substrate konnten eine Reihe von Aussagen über den Mechanismus der
Substratbindung für diese Amin-Pyruvat-Aminotransferase gemacht werden. Außerdem
wurde die Zweckmäßigkeit der eingesetzten theoretischen und experimentellen Methoden
für die Anwendung bei Entwicklungen mit Enzymen dieser Klasse gezeigt.
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1 Einleitung
Der zentrale Gegenstand der Chemie ist bis heute die Synthese von neuen Verbindungen
mit bestimmten Eigenschaften. Mit der Etablierung der Biochemie und der Aufklärung
der Synthesewege für die Metaboliten in Organismen sind auch biochemische Prinzipien
für die Synthese von Verbindungen interessant geworden. Dabei wurden schon seit langem
biologische Synthesen, wie z. B. die Fermentation von Zucker zu Alkohol, durchgeführt.
Die Verwendung solcher Reaktionen erfolgte jedoch über die Jahrhunderte ohne das
Verständnis der zugrunde liegenden molekularen Prinzipien. Biochemische Reaktionen
benötigen makromolekulare Katalysatoren die als Enzyme bezeichnet werden. Katalysa-
toren bewirken die Beschleunigung der Einstellung eines Reaktionsgleichgewichtes. Die
chemische Katalyse setzt oft extreme Reaktionsbedingungen wie hohen Druck und hohe
Temperaturen voraus [1]. Außerdem lösen sich einige Katalysatoren nur in organischen
Lösungsmitteln, deren umweltgerechte Entsorgung mit entsprechenden Schwierigkeiten
verbunden ist. Im Gegensatz dazu arbeiten Enzyme, angepasst an die Lebensbedingun-
gen des Herkunftsorganismus, unter verhältnismäßig milden Bedingungen im wässrigen
Milieu. Meistens sind sie angepasst an ihre jeweiligen Substrate, so auch an bestimmte
Enantiomere, sowie spezialisiert auf einen bestimmten Reaktionstyp. Diese Eigenschaften
machen sie attraktiv für allgemeine chemische Synthesen. Gerade die hohe Spezialisierung
auf bestimmte Substrate ist jedoch ein Nachteil, weil Umsetzung von nicht-biologischen
Substraten dadurch stark eingeschränkt wird. Die Nutzbarmachung von Enzymen für
chemische Synthesen erfordert deshalb ihre Optimierung für die jeweiligen Substanzen
durch Mutagenese [2, 3].
1.1 Die Optimierung von Enzymen
Für die Anpassung von Enzymen existieren zwei Strategien, deren Anwendung u. a. davon
abhängt, welche Erkenntnisse über Struktur und Funktion eines Enzyms vorliegen.
Bei der Anwendung von stochastischen Methoden wird kein Verständnis von Struktur
und Funktion der Enzyme benötigt. In der ursprünglichsten Variante werden durch
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verschiedene Verfahren, wie z. B. fehlerbehaftete PCR (error prone PCR), zufällige
Mutationen in das Gen eingebracht, welches für das jeweilige Enzym codiert. Nach
Klonierung und Expression können durch angepasste Analyseverfahren Varianten mit
verbesserten Eigenschaften identifiziert werden. Bei der gerichteten Evolution werden
diese Arbeitsschritte in iterativen Zyklen durchlaufen, um die gewünschten Eigenschaften
des Ausgangsenzyms schrittweise zu verbessern. Der Aufwand für die Erstellung und
Durchmusterung der Varianten ist bei dieser Anwendung jedoch extrem groß und die
meisten Mutationen haben keine oder negative Auswirkungen. Die Sequenzierung von
Varianten mit bestimmten Eigenschaften ermöglicht es zusätzlich, Informationen über
die Bedeutung bestimmter Positionen in der Aminosäuresequenz zu erhalten. Dadurch
können Positionen und Bereiche identifiziert werden, die sich für Mutationen besonders
eignen [4].
Dies führt zum Prinzip von semi-rationalen Methoden, welche ein tieferes Verständnis
für die Struktur und Funktion des Enzyms voraussetzen. Dabei werden strukturelle Infor-
mationen mit stochastischen Elementen kombiniert. Diese Informationen können nicht nur
aus Experimenten, sondern insbesondere aus Kristallstrukturen oder Homologie-Modellen
des Zielenzyms gewonnen werden. Zunächst werden mögliche Positionen mit Relevanz für
die gewünschte Eigenschaft identifiziert. Anschließend werden diese Positionen simultan
oder einzeln randomisiert verändert. Die Wahrscheinlichkeit für ein positives Ergebnis
bei gleicher Größe der Bibliothek kann dadurch erhöht werden. Durch die simultane
Randomisierung von Positionen ist es auch möglich synergistische Effekte von Muta-
tionen an verschiedenen Positionen zu erhalten, die in der Praxis nicht voraussagbar
sind [4]. Die Anwendung von positionsspezifischer Sättigungsmutagenese auf der Basis
eines Homologie-Modells erfolgte z. B. durch Liu im Jahr 2010 bei der Entwicklung eines
unspezifischen Katalysators für Umesterungsreaktionen aus einer Candida antarctica
Lipase B (CalB) [5].
Rationale Methoden beinhalten die de novo Entwicklung von Enzymen und benötigen
neben der Kristall- bzw. Modellstruktur des Enzyms, auch ein grundlegendes Verständnis
für den katalytischen Mechanismus. Dabei genügt es nicht, nur den möglichen Übergangs-
zustand zu stabilisieren, um einen effektiven Katalysator zu erzeugen. Es ist stattdessen
erforderlich, alle Reaktionskoordinaten mittels ab initio Methoden aus der Quantenchemie
zu beschreiben. Darüber hinaus muss der Flexibilität des Enzyms besondere Bedeutung
beigemessen werden [4]. Beispiele sind die Entwicklung einer Kemp-Eliminase und einer
Retro-Aldolase durch die Baker Arbeitsgruppe [6, 7]. In diesen Fällen mussten jedoch die
so entwickelten Enzyme durch gerichtete Evolution weiter optimiert werden. Dies zeigt,
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dass die Kenntnisse über Struktur-Funktions-Beziehungen noch nicht ausreichend sind.
Die Kombination von stochastisch experimentellen und rationalen Methoden ist daher im
Moment die bevorzugte Methode für die Veränderung der Eigenschaften von Enzymen.
Der Gegenstand der vorliegenden Arbeit reiht sich ein in die Versuche zur Anpassung
von Enzymen für die Umsetzung von chemischen Substraten. Dabei soll eine ausgewählte
Aminotransferase durch einen semi-rationalen Ansatz zu einem allgemeinen Katalysator
für die Umsetzung von Aminen zu Ketonen und umgekehrt entwickelt werden.
1.2 Die Bedeutung von Aminotransferasen in der
Biotechnologie
Aminotransferasen (EC 2.6.1.X) sind Enzyme, die zur Gruppe der Transferasen gehören.
Sie katalysieren den reversiblen Transfer einer primären Aminogruppe von einem Amin
auf ein Keton. In Organismen ist eine Vielzahl zellulärer Prozesse von ihnen abhängig.
Die Katalyse erfolgt unter Verwendung von Pyridoxal-5’-phosphat (PLP) als Cofak-
tor. Die Übertragung der Aminogruppen von bzw. auf die Substrate kann dabei an
Kohlenstoffatomen verschiedener Positionen erfolgen [8].
In der Industrie finden Amine in vielfältiger Weise Verwendung als Zwischenproduk-
te für die pharmazeutische und agrochemische Synthese. So ist z. B. (R)-1-Methyl-3-
phenylpropylamin ein Grundstoff für den Blutdrucksenker Dilevalol [9] und (S)-2-Amino-
1-methoxypropan ein Baustein für das Herbizid S-Dimethenamid-P [10]. β-Aminosäuren
sind wichtige Bausteine einer Reihe natürlicher und synthetischer Medikamente, darunter
verschiedener Antibiotika, Enzyminhibitoren und Peptidmimetika [11]. Die Enantiome-
renreinheit spielt als Baustein für Medikamente eine besonders wichtige Rolle [2, 12]. Die
chemische Synthese enantiomerenreiner Amine gestaltet sich aus den unterschiedlichsten
Gründen als schwierig [13]. Eine häufig angewandte Methode zur chemischen Herstellung
enantiomerenreiner Amine ist die Hydrierung von Azomethinen mit einem asymmetri-
schen Katalysator. Dies können z. B. Komplexe von Titanium, Ruthenium, Rhodium
oder Iridium sein. Abhängig vom jeweiligen Katalysator sind jedoch verschiedene Ein-
schränkungen zu beachten. Manche Katalysatoren haben eine schlechte Enantiospezifität,
sind empfindlich gegen äußere Einflüsse oder die Reaktion erfordert einen hohen Druck
[14]. Die biotechnologische Produktion unter Verwendung von Enzymen stellt daher
eine Alternative zu den klassischen Syntheseverfahren dar, welche aus ökologischer und
ökonomischer Sicht attraktiv ist [15].
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Aminotransferasen verfügen über eine Reihe von Eigenschaften, die für die biotechnolo-
gische Nutzung von Vorteil sind. Dazu gehören die hohe Enantio- und Regiospezifität,
eine hohe Reaktionsgeschwindigkeit beim Umsatz natürlicher Substrate und der Um-
stand, dass der Cofaktor keiner gesonderten Regeneration bedarf [16, 17]. Der Einsatz
im industriellen Maßstab wird jedoch durch eine Reihe von Nachteilen erschwert. Zu
den Problemen bei der Anwendung gehört das ungünstige Reaktionsgleichgewicht bei
Verwendung gängiger Aminodonoren. Um diesem Umstand zu begegnen, wurden verschie-
dene Systeme zur Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes entwickelt [18–20]. Weitere
Nachteile entstehen durch Substrat- und Produktinhibition, geringe Thermostabilität
und Lösungsmitteltoleranz sowie die geringe Aktivität für die jeweiligen gewünschten Sub-
strate. Eine Reihe verfahrenstechnischer Lösungswege wurden hierzu bereits entwickelt
[19, 21–26]. Daneben ist es auch hier möglich, die verwendeten Enzyme selbst zu modifi-
zieren. Bei der Anwendung von semi-rationalen Methoden ist jedoch zu beachten, dass
die Erstellung von Homologie-Modellen biotechnologisch relevanter Aminotransferasen
aufgrund ihrer geringen Sequenzhomologie sehr schwierig ist (vgl. 4.1).
Eine interessante Gruppe für die biokatalytische Anwendung sind Amin-Pyruvat-
Aminotransferasen (vgl. 1.3) [18, 21, 27, 28]. Diese Enzyme sind in der Lage, eine
primäre Aminogruppe auf eine Vielzahl von Ketonen zu übertragen. Sie stellen daher die
bislang einzige Möglichkeit für die reduktive Aminierung von Ketonen zur Produktion von
chiralen Aminen dar [20]. Besonders die Akzeptanz von wirtschaftlich günstigen, achiralen
Aminodonoren, wie z. B. Isopropylamin, ist eine wichtige Eigenschaft [2, 29, 30]. In den
letzten Jahren sind eine Vielzahl (S)-spezifischer Amin-Pyruvat-Aminotransferasen aus
verschiedenen Mikroorganismen isoliert und charakterisiert worden. Darunter befinden
sich Alcaligenes denitrificans [31], Arthrobacter citreus [10], Bacillus megaterium SC6394
[32], Bacillus thuringiensis JS64 [22], Caulobacter crescentus [33], Chromobacterium
violaceum [34], Klebsiella pneumoniae JS2F [35], Mesorhizobium [36] und Vibrio fluvialis
JS17 [37]. Eine Durchmusterung von Stammsammlungen zeigte, dass (R)-spezifische Amin-
Pyruvat-Aminotransferasen dagegen vergleichsweise selten sind [28]. Neben den länger
bekannten Vertretern, wie der Aminotransferase aus Arthrobacter sp. KNK168 [38] und
der kommerziellen ATA117 von Codexis, wurden 2010 durch ein neues sequenzbasiertes in
silico Verfahren eine Reihe neuer (R)-spezifischer Amin-Pyruvat-Aminotransferasen aus
verschiedenen Organismen identifiziert [39, 40]. Es bleibt jedoch abzuwarten, inwiefern
diese sich als Biokatalysatoren für den industriellen Einsatz eignen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die (S)-spezifische Amin-Pyruvat-Aminotransferase aus
Arthrobacter citreus untersucht, welche im Folgenden als AcAPA bezeichnet wird. Diese
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war bereits Gegenstand einer Reihe von Studien. Das Enzym setzt sich aus zwei oder
vier Untereinheiten zusammen. Jede Untereinheit besteht aus 476 Resten und besitzt ein
Molekulargewicht von 53,2 kDa. Die CELGRO Corp. (North Brunswick, USA) führte im
Jahr 1999 Optimierungsstudien mit gerichteter Evolution und einem (S)-Aminotetralin-
basierten Durchmusterungssystem durch. Dieses Substrat eignet sich besonders für den
Hochdurchsatz, da die Bildung des entsprechenden Ketons Tetralon zu einem Farbum-
schlag führt. Die Varianten A241V, A244T und Y165F zeigten für Methoxyaceton eine
verringerte Produktinhibition und eine erhöhte Aktivität [10]. Im Jahr 2006 erfolgte
die Patentierung dieser Aminotransferase für die Enantiomerenanreicherung und chirale
Synthesen durch die Cambrex Corp. (East Rutherford, USA) [41]. Daraufhin wurden
weitere Optimierungsstudien zur Erhöhung der Aktivität und Thermostabilität dieses
Enzyms durchgeführt. Die spezifische Aktivität für die Synthese von (S)-Aminotetralin
konnte von 5,9 U/g Biofeuchtmasse auf 1582,8 U/g Biofeuchtmasse erhöht werden. Die
durch fehlerbehaftete (error-prone) PCR generierten Mutanten waren auch bei Umgebung-
stemperaturen von über 50℃ über längere Zeit aktiv [42]. Neben verschiedenen anderen
Amin-Pyruvat-Aminotransferasen wurde 2010 die Aktivität und Enantiospezifität der
AcAPA für eine Reihe von Substraten untersucht. Neben der hohen Enantiospezifität für
alle Substrate werden von AcAPA insbesondere Methylbenzylamin, 4-Phenyl-2-butanon,
2-Pentanon und Methoxyaceton akzeptiert. Die Aktivität für 4-Methoxyphenylaceton
und 2-Octanon ist gering, aber nachweisbar [28]. Mutagenesestudien an AcAPA unter
Verwendung eines Homologie-Modells im Jahr 2010 führten zu Varianten mit veränderter
Enantiospezifität für die getesteten Substrate. Die Variante V328A zeigte keine Enantios-
pezifität mehr für 4-Fluorophenylaceton, während diese bei E326D und Y331C erhöht
war. Ein Einfluss der Mutationen auf die Enantiospezifität für 4-Nitroacetophenon war
nicht vorhanden [43]. Die allgemeinen strukturellen Eigenschaften und der grundlegende
katalytische Mechanismus dieses Enzyms werden in den folgenden Abschnitten anhand
der Aspartat-Aminotransferase beschrieben.
1.3 Die Struktur der Aspartat-Aminotransferase
Die Aspartat-Aminotransferase gehört zu einem von fünf Faltungstypen in die die be-
kannten PLP-abhängigen Enzyme eingeteilt werden. Dieser Faltungstyp, zu denen die
am besten untersuchten PLP-abhängigen Enzyme gehören, wird daher als Aspartat-Ami-
notransferase-Familie bezeichnet. Einige für die Biokatalyse vielversprechenden Enzyme
besitzen diesen Faltungstyp. Die Enzyme der Aspartat-Aminotransferase-Familie werden
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in acht Unterklassen eingeteilt, von denen zwei von besonderem Interesse sind und im
Folgenden beschrieben werden [44, 45].
Der Aminotransferase-Unterklasse I gehören verschiedene Aminosäure-Aminotrans-
ferasen an, die den Aminogruppentransfer auf bzw. vom Cα-Atom des Substrats, aus-
gehend von dessen Carboxygruppe, katalysieren. Darunter befinden sich die Aspartat-
Aminotransferase und die Tyrosin-Aminotransferase. Zu der Unterklasse II gehören Ami-
notransferasen, die den Aminogruppentransfer auf bzw. von anderen Positionen als dem
Cα-Atom katalysieren. Diese werden unter dem Trivialnamen ω-Aminotransferasen zu-
sammengefasst [8, 46, 47]. Bekannte Vertreter sind die humane Ornithin-Aminotransferase
[48], die den Aminogruppentransfer auf die bzw. von der ε-Position katalysiert und die
GABA-Aminotransferase [49], die die Aminogruppe auf die bzw. von der γ-Position
überträgt. Eine weitere Gruppe von Aminotransferasen die zu dieser Unterklasse zählt
und zu der auch AcAPA gehört, sind die 2003 von Shin entdeckten Amin-Pyruvat-
Aminotransferasen [50]. Diese Enzyme setzen auch Substrate um, die über keine Carboxy-
gruppe verfügen, welche in Aminosäure-Aminotransferasen wichtige Enzym-Substrat-
Interaktionen ausbildet (vgl. 1.4.2). Die Sequenzähnlichkeit der bisher entdeckten Amin-
Pyruvat-Aminotransferasen zu „klassischen“ ω-Aminotransferasen ist sehr hoch. Im
Gegensatz zu den meisten ω-Aminotransferasen setzen sie jedoch z. B. kein β-Alanin
um [51]. In der Literatur werden die Amin-Pyruvat-Aminotransferasen oft noch als
ω-Aminotransferasen bezeichnet.
Die ersten Strukturen der PLP-abhängigen Enzyme des Faltungstyps I wurden seit
1976 von der Arbeitsgruppe um Christen in Basel aufgeklärt. Es handelte sich um die
cytosolische und mitochondriale Aspartat-Aminotransferase vom Haushuhn [52, 53]. Die
Quartärstruktur dieser Enzyme ist ein Homodimer oder Oligomer höherer Ordnung. Die
Anzahl der Bindetaschen entspricht der Anzahl der Untereinheiten. Die Bindetaschen
liegen jeweils an der Schnittstelle von zwei Untereinheiten. An den Bindetaschen sind
Reste von beiden Untereinheiten beteiligt. Die identischen Untereinheiten bestehen aus
jeweils 400 – 500 Aminosäuren und bestehen aus einer großen und einer kleinen Domäne.
Während der Substratbindung gehen diese Domänen von einer offenen in eine geschlossene
Form über [54–56]. Jedoch ist diese Bewegung ist mit 3 − 4 A˚ relativ gering. Zentrale
Struktur der großen Domäne ist ein siebensträngiges β-Faltblatt. Die wichtigsten kataly-
tischen Reste befinden sich in den Loop-Regionen, die die Faltblattsegmente verbinden.
Die kleine Domäne umfasst den C-Terminus, der aus einem drei- bzw. viersträngigem
β-Faltblatt besteht, welches auf einer Seite von Helices bedeckt ist. Der N-Terminus
ist unterschiedlich strukturiert, und gehört in den meisten Fällen ebenfalls zur kleinen
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Domäne. Bei allen bisher bekannten Strukturen ist die Position des Cofaktors in Relation
zum Aminosäurerückgrat identisch. Die Verankerung der Phosphatgruppe des Cofaktors
erfolgt durch verschiedene Reste der zentralen β-Faltblattstrukturen der großen Domänen
zweier Untereinheiten sowie den N-Terminus einer langen α-Helix, die zwei Stränge
des zentralen β-Faltblattes verbindet. Die wichtigste katalytische Aminosäure ist ein
Lysin, das orthogonal zur Pyridinebene des Cofaktors liegt und in allen Enzymen des
Faltungstyps I konserviert ist. Bei den Enzymen, die zur Aminotransferase-Unterklasse
II gehören, ist dieser Rest um eine Position verschoben. Durch die lange Seitenkette
wird die Funktion jedoch nicht beeinflusst [57]. Ein weiterer konservierter Rest ist ein
Aspartat, dessen funktionelle Gruppe in bekannten Strukturen eine Wasserstoffbrücke
mit dem Stickstoffatom des PLP-Pyridinrings ausbildet [45]. Ansonsten sind, trotz ihrer
konservierten Struktur, die Sequenzidentitäten der einzelnen Vertreter dieses Faltungstyps
untereinander relativ gering.
1.4 Der Mechanismus der Transaminierung
1.4.1 Die Reaktion des Aminogruppentransfers
Untersuchungen zum Katalysemechanismus von Aminotransferasen wurden zum größten
Teil an der Aspartat-Aminotransferase von E. coli oder verschiedenen Eukaryoten durch-
geführt [8, 58, 59]. Der katalysierte Aminogruppentransfer besteht aus zwei Teilreaktionen.
Das Amin gibt zunächst seine Aminogruppe an den Cofaktor ab und wird als Keton
entlassen. Ein anderes Keton übernimmt anschließend die Aminogruppe unter Regenera-
tion des Cofaktors, wobei sich der Ablauf der Reaktion umkehrt. Normalerweise findet
der Austausch der Aminogruppe auf bzw. vom Cα-Atom der jeweiligen Substrate statt.
Der Ablauf dieser Mehrsubstrat-Reaktion erfolgt nach einem ping-pong-Mechanismus.
Im Holoenzym ist der Cofaktor Pyridoxal-5’-phosphat über eine Schiff’sche Base an ein
Lysin gebunden, was als internes Azomethin bezeichnet wird. Wenn der Aminodonor
an das aktive Zentrum bindet, kommt es zur Ausformung des Michaelis-Komplexes
(Schritt 1 in Abb. 1.2). Aminogruppen haben im Allgemeinen einen hohen pKs-Wert
und liegen daher größtenteils protoniert vor. Im nächsten Schritt wird dieses Proton
auf den Stickstoff des internen Azomethins übertragen. Es erfolgt der nukleophile An-
griff der deprotonierten Aminogruppe des Substrats auf das C4’-Atom (siehe Abb. 1.1)
des Coenzyms und zur Ausbildung eines Geminaldiamins. Von diesem tetraedrischen
Übergangskomplex löst sich die ε-Aminogruppe des Lysins im Schritt 4 ab, worauf das
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externe Azomethin aus dem Cofaktor und dem Substrat entsteht. Im Schritt 5 wird
das Proton vom Cα-Atom des Substrats auf den Lysinrest übertragen, der zuvor das
interne Azomethin gebildet hat. Die negative Ladung im PLP-Substrat-Komplex ist
durch die Resonanz im pi-Elektronensystem des Cofaktors delokalisiert, wobei die chinoide
Resonanzform des Carbanion-Intermediats überwiegt. Anschließend wird das C4’-Atom
des Cofaktors durch das katalytische Lysin protoniert. Das entstandene Ketimin wird in
Schritt 7 hydrolysiert, wodurch das Substrat als Keton in Schritt 8 abgeht. Der Cofaktor
liegt nun ungebunden als Pyridoxaminphosphat vor. Bei der Aufnahme der Aminogruppe
durch das Empfängerketon werden diese Schritte in umgekehrter Richtung durchlaufen
[8].
Abbildung 1.1: Chemische Struktur von Pyridoxal-5’-phosphat (PLP) gebunden an eine
Aminosäure als externes Azomethin mit Definition der Atomnamen.
Bei der Katalyse durch Aminotransferasen kann sich der hauptsächlich geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt zwischen verschiedenen Enzymen und deren Mutanten
unterscheiden. Untersuchungen der E. coli Aspartat-Aminotransferase zeigten, dass die
Energiebarrieren (ΔG) von Substratassoziation/-dissoziation (49,4 kJ/mol), Transaldi-
minierung (51 kJ/mol), 1,3-Protonentransfer (59,4 kJ/mol) und der Ketiminhydrolyse/-
kondensation (60,2 kJ/mol) alle signifikant sind [60]. Eine solche mehrstufige Reaktion
mit nahezu identischen Energiebarrieren und Zwischenstufenstabilitäten entspricht dem
Konzept eines optimierten Enzyms [61]. Es wurde beobachtet, dass der Cofaktor und
das Apoenzym in den einzelnen Schritten der Reaktion an verschiedenen Mechanismen
beteiligt sind, um die jeweiligen Energiebarrieren zu senken. Eine bedeutende Rolle
spielt der pKs-Wert des Azomethins [62]. Für die Aspartat-Aminotransferase wurden
in diesem Zusammenhang zwei Reaktionsrouten nachgewiesen [63]. In einem Fall wird
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Abbildung 1.2: Mechanismus der ersten Teilreaktion (nach Referenzen 8 und 58).
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ausgehend vom protonierten Aminodonor zunächst das Proton auf das Stickstoffatom
des internen Azomethins übertragen (Schritt 2 in Abb. 1.2). Dieser Reaktionsweg ist
schnell und pH-unabhängig, da Amine in einem weiten pH-Bereich überwiegend proto-
niert vorliegen. Im anderen Fall liegt das Stickstoffatom des internen Azomethins bereits
protoniert vor. Das setzt einen unprotonierten Aminodonor voraus. Mit niedrigerem
pH-Wert fällt dessen Anteil stark ab. Der pKs-Wert des internen Azomethins ist in der
Aspartat-Aminotransferase mit etwa 6,5 besonders niedrig, was den schnellen Reaktions-
weg begünstigt. Als Ursache für diesen geringen Wert wurde der „strain“-Mechanismus
vorgeschlagen [64]. Danach beeinflusst der Torsionswinkel zwischen dem Pyridinring
des Cofaktors und der Iminbindung den pKs-Wert der Aminogruppe. Die protonier-
te Form des ε-Stickstoffatoms wird durch die Konjugation zwischen den pi-Orbitalen
des Imins und des Pyridinrings stabilisiert. Der Torsionswinkel beträgt dabei etwa 35°,
während der pKs bei 8,8 liegt. Durch eine Interaktion des Asp194 mit dem O3’-Atom
des Pyridoxal-5’-phosphates und der Verbindung mit dem katalytischen Lysin wird der
Torsionswinkel auf etwa 90° vergrößert. Das hat zur Folge, dass die Wasserstoffbrücke
zwischen dem O3’-Atom und dem ε-Stickstoffatom des katalytischen Lysins unterbrochen
und damit die Konjugation aufgehoben wird. Es wird vermutet, dass zur Aufrechterhal-
tung dieser Spannung die Interaktion des Pyridinstickstoffatoms mit einem konservierten
Aspartatrest von Bedeutung ist [65]. Dieser Mechanismus wurde neben der Aspartat-
Aminotransferase auch bei der Aromatische-Aminosäure-Aminotransferase [66] und der
Histidinol-Phosphat-Aminotransferase [67] beobachtet. Des Weiteren wird der pKs-Wert
des Azomethins in verschiedenster Weise durch unterschiedliche Konformationen der
benachbarten Seitenketten beeinflusst. Diese hängen insbesondere von der Konformation
der kleinen Domäne und dem jeweiligen Bindungsmodus der Substrate ab [68].
Liegt das interne Azomethin in der protonierten Form vor, sind zwei tautomere Über-
gangszustände möglich. In der Enoliminform ist das Proton am O3’-Atom des Cofaktors
lokalisiert, in der Ketoenaminform am Azomethinstickstoff. Der nukleophile Angriff
des Aminodonors im ersten Reaktionsschritt erfordert eine positive Ladung am Azome-
thinstickstoff und ist somit nur in der Ketoenaminform möglich. In wässriger Lösung
überwiegt die Enoliminform. NMR-Studien haben gezeigt, dass die Protonierung des
Pyridiniumstickstoffs des Cofaktors das tautomere Gleichgewicht zugunsten der Ketoena-
minform verschiebt. Diese Protonierung wird im Holoenzym durch die Interaktion mit
einer Carboxygruppe stabilisiert und von einem zweiten Protonendonor unterstützt. Im
untersuchten Modellenzym E. coli Aspartat-Aminotransferase ist der primäre Interakti-
onspartner Asp222. Der zusätzliche Protonendonor ist His142 [69].
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Ein intensiv untersuchter Katalyseschritt ist der Protonentransfer innerhalb des ex-
ternen Azomethins zwischen dem Cα-Atom des Substratanteils und dem C4’-Atom des
Cofaktoranteils. In Lösung beträgt der pKs-Wert für die Abspaltung des Cα-Protons
einer Aminosäure etwa 30 [70]. Nach der stereoelektronischen Hypothese von Dunathan
stabilisiert das Pyridoxal-5’-phosphat innerhalb des externen Azomethins die Bildung
einer negativen Partialladung am Cα-Atoms des Substratanteils [71]. Dies erfolgt über
das pi-Elektronensystem des Cofaktors, welcher in diesem Zusammenhang als Elektronen-
senke dient. Dabei wird angenommen, dass die Ebene zwischen der zu lösenden Bindung
und der Cα-N-Bindung senkrecht zur Ebene des Cofaktor-Imin-pi-Systems liegen sollte
(siehe Abb. 1.3). Dadurch wird die Orbitalüberlappung maximiert und die Energie des
Übergangszustandes verringert.
Abbildung 1.3: Geometrie von Pyridoxal-5’-phosphat (PLP) gebunden an eine Amino-
säure als externes Azomethin, in Draufsicht (links) und in Seitenansicht (rechts). Das
aromatische Pyridiniumringsystem bildet eine Ebene. Das α-Proton am Stereozentrum des
Aminosäuresubstrates steht orthogonal zu der Ebene des pi-Elektronensystems, wodurch
die Energiebarriere für die folgende α-Deprotonierung abgesenkt wird [71].
Pyridoxal-5’-phosphat verfügt über diese Eigenschaft auch ohne das Apoenzym. Da-
durch ist es auch in Lösung in der Lage, eine Reihe von Reaktionen mit geringer
Geschwindigkeit zu katalysieren. Im Holoenzym wird jedoch die Elektronensenke durch
die Interaktion des Pyridinumstickstoffs mit dem Aspartatrest verstärkt [72]. Die Ener-
giebarriere für die Protonenabstraktion wird aufgrund dessen um weitere 20,9 kJ/mol
abgesenkt [73].
Des Weiteren spielt auch bei diesem Schritt der Torsionswinkel zwischen dem Pyridinring
das Cofaktors und der Iminbindung des externen Azomethins eine Rolle. Durch die planare
Form des externen Azomethins wird die protonierte Form des Azomethinstickstoffs
stabilisiert. Dessen intrinsischer pKs-Wert liegt im Fall von Aspartat als Substrat bei
über 11 [64]. Ohne die Stabilisierung würde das Proton auf das ε-Stickstoffatom des
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katalytischen Lysins übergehen. Dieses wäre dann nicht mehr in der Lage das Proton des
Cα-Atoms zu übertragen [68].
Eine weitere Theorie schlägt die Destabilisierung des elektronischen Grundzustandes
des Reaktanden als Ursache für die Schwächung der Cα-H-Bindung vor. Dies wird durch
Hyperkonjugation zwischen den p-Orbitalen des konjugierten pi-Systems des externen
Azomethins und dem σ-Orbital der Cα-H-Bindung erreicht. Die Destabilisierung des
Grundzustands erhöht dessen Energie in Bezug auf den Übergangszustand. Der Einfluss
der Hyperkonjugation auf die Vibrationskraftkonstante konnte durch Isotopieeffekte
nachgewiesen werden [74].
1.4.2 Die Bindung des Substrats
Das Grundprinzip für die Bindung zwischen einem Substrat und einem Enzym ist das
Schlüssel-Schloss-Prinzip von Emil Fischer, welches durch das „induced fit“-Modell von
Daniel Koshland erweitert wurde [75]. Danach ist die Bindetasche eines Enzyms in
Form und Interaktionsfähigkeit komplementär zu dem Substrat. Diese Komplementarität
kann auch erst durch Konformationsänderungen von Enzym und Substrat während der
Bindung hergestellt werden („induced fit“). Die Bindung wird durch eine Reihe von
Wechselwirkungen bestimmt, zu denen van der Waals, elektrostatische, und hydrophobe
Wechselwirkungen zählen. Durch die präzise Anordnung von Aminosäuren, die aus
unterschiedlichen Bereichen der Sequenz des Enzyms stammen, können Substrate selektiv
gebunden und umgesetzt werden.
Duale Substratspezifität. Ein besonderer Umstand bei Aminotransferasen besteht
in der Notwendigkeit, zwei unterschiedliche Substrate, den Aminodonor und den Amino-
akzeptor, nacheinander in derselben Bindetasche aufzunehmen. Darin begründet liegt
auch das besondere Problem der Produkt- und Substratinhibition bei dieser Enzymklasse.
Die Bindung der Substrate bzw. Produkte an eine für die Umsetzung ungeeignete Form
des Enzyms führt zu einem unproduktiven Komplex [22]. Das ist der Fall, wenn ein Amin
an dem PMP-Enzym-PMP-Komplex oder das Keton an den Enzym-PLP-Komplex bindet.
In Aminotransferasen wurden verschiedene Mechanismen gefunden, um eine Bindetasche
an unterschiedliche Substrate anzupassen.
Bei Untersuchungen an einer Hexamutante der Aspartat-Aminotransferase aus E.
coli wurde zuerst der Salzbrückenschalter entdeckt und durch kristallographische Un-
tersuchungen bestätigt [76, 77]. Diese Mutante akzeptiert neben dem ursprünglichen
Substrat Aspartat auch aromatische Substrate. Die Dicarboxygruppen entsprechender
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Substrate binden durch eine doppelte Wasserstoffbrücke mit der β- oder γ-Carboxygruppe
an Arg292 sowie mit der α-Carboxygruppe an Arg368. Im Wildtyp der Aspartat-Ami-
notransferase ist Arg292 unflexibel, was dazu führt, dass Substrate ohne Carboxygruppe
nicht gebunden werden. In der Hexamutante ist dieser Rest flexibel und bewegt sich
bei der Bindung aromatischer Substrate aus der Bindetasche heraus. Der Mechanismus
wird in diesem speziellen Fall als „Arginin-Switch“ bezeichnet. Er wurde in verschie-
denen, durch gerichtete Evolution entwickelten Aspartat-Aminotransferase-Mutanten
[78, 79] sowie in verschiedenen nativen Tyrosin-Aminotransferasen gefunden [80, 81]. Ein
ähnlicher Mechanismus ist für die humane GABA-Aminotransferase sowie die Ornithin-
Aminotransferase beschrieben worden [82]. Diese Aminotransferasen sind in der Lage,
neben der Aminogruppe an dem Cα-Atom von Glutamat, Aminogruppen von Amino-
säuren zu transferieren, die nicht an das Cα-Atom gebunden sind. Die Bindung der
Carboxygruppen von Glutamat erfolgt in diesen Enzymen ebenfalls durch zwei Arginine.
Im Fall der Ornithin-Aminotransferase sind das die Reste Arg180 und Arg413. Bei der Bin-
dung von Ornithin nimmt dessen α-Carboxygruppe die gleiche Position ein wie seinerseits
die γ-Carboxygruppe des Glutamats. Das Arginin, welches mit der α-Carboxygruppe
des Glutamatsubstrates interagiert, wird bei der Bindung von Ornithin durch einen
Glutamatrest auf der Position 235 abgeschirmt („Glutamat-Switch“) (siehe Abb. 1.4)
[48]. Die physiologische Reaktionsrichtung für diese Aminotransferase ist der Abbau von
Ornithin zu Glutamat-γ-semialdehyd, einhergehend mit der Bildung von Glutamat aus
Ketoglutarat. In Übereinstimmung damit wurde entdeckt, dass die Affinität für Ornithin
höher ist als für Glutamat. Die Ursache für die verschiedenen Affinitäten ist die Kopplung
der Cofaktorform mit dem Glutamatschalter. Durch ein Wasserstoffbrückennetzwerk
zwischen dem O4’-Atom des Cofaktors sowie den Aminosäuren Glu266, Arg413 und
Glu235 wird die Interaktion von Arg413 und Glu235 verringert, wenn der Cofaktor in
der Pyridoxaminform vorliegt. Dadurch wird die Bindung von Ketoglutarat verbessert
und die Bindung von Glutamat-γ-semialdehyd geschwächt [82].
In einigen Untergruppen (Iγ) von Tyrosin-Aminotransferasen wurde kein äquivalenter
Rest zum Arg292 der Aspartat-Aminotransferase entdeckt [83]. Theoretische Studien
an der Tyrosin-Aminotransferase aus Pyrococcus horikoshii zeigten, dass das Glutamat
durch ein erweitertes Netzwerk aus Wasserstoffbrücken gebunden wird (siehe Abb. 1.5)
[84]. Dieser Bindungsmodus wurde ebenfalls bei kristallographischen Untersuchungen in
einer Aspartat-Aminotransferase des gleichen Organismus gefunden [85]. Das Fehlen eines
positiv geladenen Restes vereinfacht die Anpassung der Bindetasche an ein ungeladenes
Substrat durch eine einfache Umstellung des Wasserstoffbrückennetzwerkes. Darüber
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Abbildung 1.4: Interaktionsschema für die Substrate der humanen Ornithin-
Aminotransferase. Die duale Substratbindung wird durch einen Aminosäureumschalter
erreicht [48].
hinaus ermöglicht die Abwesenheit des flexiblen Argininrestes die bessere Unterscheidung
von Glutamat und Aspartat als Substrat [58]. Ein vergleichbarer Mechanismus kommt
bei der Verzweigtketten-Aminosäure-Aminotransferase (BCAT) von E. coli vor, welche
Aminosäuren mit aliphatischen Seitenketten und Glutamat bindet. Die längere Seitenkette
des Glutamats führt hier zu einer einzähnigen Interaktion mit Arg97. Während der
Bindung der aliphatischen Aminosäuresubstrate erfolgt die Abschirmung dieses Arginins
durch Wasserstoffbrücken mit benachbarten Seitenketten, statt einer großräumigen
Umordnung des Wasserstoffbrückennetzwerkes in der Bindetasche [86].
Bei der Glutamin-Phenylpyruvat-Aminotransferase aus Thermophilus thermophilus [87]
wurden zwischen der Bindung von Glutamin und aromatischen Substraten keine bemer-
kenswerten Unterschiede in den Seitenkettenkonformationen der Bindetasche beobachtet.
Die Bindetasche wird überwiegend aus hydrophoben Aminosäuren gebildet, welche mit
aromatischen Substraten interagieren. Jedoch sind einige hydrophile Aminosäuren in
diese hybride Bindetasche integriert, die in der Lage sind, schwache Interaktionen mit
geladenen Substraten zu unterhalten (siehe Abb. 1.6) [88].
Stereospezifität. Die Transaminierungsreaktion führt beim Übergang vom chinoiden
Übergangszustand zum externen Azomethin ein neues chirales Zentrum in das Sub-
strat ein. Wie bereits beschrieben, orientiert sich die Cα-H-Bindung, welche während
des suprafacialen Transfers gelöst bzw. gebildet wird, senkrecht zum Pyridiniumring
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Abbildung 1.5: Interaktionsschema für die Substrate der Tyrosin-Aminotransferase aus
Pyrococcus horikoshii. Die duale Substratbindung wird durch eine Umlagerung von Wasser-
stoffbrücken erreicht (nach Referenz 84).
(vgl. 1.4). Die Stereospezifität dieses Vorgangs hängt davon ab, ob der Protonentransfer
auf oder von dem C4’-Atom des Cofaktors auf der re- oder der si-Seite erfolgt. Dabei
ist die re- und si-Seite definiert in Bezug auf das C4’-Atom des Cofaktors als Zentrum
der Ebene, die vom konjugierten pi-Systems des Cofaktor-Substrat-Imins gebildet wird.
Dementsprechend wird das pro-S-Proton auf der si-Seite bzw. das pro-R-Proton auf
der re-Seite übertragen. Die Stereospezifität stimmt weitestgehend mit der strukturellen
Klassifizierung überein. Kristallographische Untersuchungen bestätigen, dass diese durch
die Position der katalytischen Base auf einer der beiden Seiten bestimmt wird. Bei allen
L-Aminotransferasen des Faltungstyps I befindet sich das katalytische Lysin auf der
si-Seite [90]. Die Protonierung der re-Seite durch Wasser wird durch dessen sterischen
Ausschluss in der Bindetasche verhindert [91]. Außerdem befinden sich keine Aminosäuren
auf der re-Seite, die in der Lage wären Protonen zu übertragen. In den Bindetaschen von
D-Aminosäure-Aminotransferasen befindet sich hingegen der katalytische Lysinrest auf
der re-Seite des Substrat-Cofaktor-Komplexes [92]. Die Bindetasche selbst ist nicht in
der Lage, die Stereospezifität zu kontrollieren. Daher können entsprechende ungeeignete
Stereoisomere von Aminodonoren mit dem Cofaktor unproduktive Komplexe bilden und
so zu inhibitorischen Effekten führen [93].
Einleitung 16
Abbildung 1.6: Interaktionsschema für die Substrate der Glutamin-Phenylpyruvat-Ami-
notransferase aus Thermus thermophilus HB8. Die duale Substratbindung wird durch eine
hybride Bindetasche erreicht (nach Referenz 89 und 88).
Spezifität für hydrophobe Amine. Intensive Untersuchungen zur Substratspezifität
von Amin-Pyruvat-Transaminasen wurden seit 1997 in der Arbeitsgruppe von Byung-Gee
Kim in Seoul durchgeführt [95]. Das Modellenzym für die meisten dieser Untersuchungen
war eine Amin-Pyruvat-Transaminase aus Vibrio fluvialis [37]. Diese erreicht, wie alle
bisher charakterisierten Amin-Pyruvat-Transaminasen, die höchste Aktivität bei der
Umsetzung von α-Methylbenzylamin und Pyruvat [96]. Für die Bindung dieser Substrate
wurde das Modell einer zweigeteilten Bindetasche postuliert, in der die beiden Bereiche
eine unterschiedliche räumliche Ausdehnung besitzen (siehe Abb. 1.7). Darüber hinaus
haben Untersuchungen der Aktivität für unterschiedliche Substrate zu einer Reihe von
Hypothesen über die Eigenschaften der Bindetasche geführt. Der große Bereich (L) bindet
dabei entweder eine große hydrophobe Gruppe oder eine Carboxygruppe. Die hydrophoben
Interaktionen des L-Bereichs sind für Arylgruppen stärker als für Alkylgruppen. Die
Bindetasche ist dabei auf eine bestimmte Größe des Substituenten optimiert. Befindet
sich an dem größeren Substituenten des umgesetzten Substrats, ausgehend von dem
Kohlenstoff an dem die Reaktion stattfindet, eine aromatische Gruppe, nimmt die
Aktivität mit zunehmenden Oberflächeninhalt des Substituenten ab. Dies ist u. a. der
Fall wenn der Aromat durch eine aliphatische Kette mit dem reaktiven Kohlenstoff
verbunden ist. Befindet sich nur eine Alkylgruppe an dieser Position ist die Aktivität bei
einer Kettenlänge von fünf Kohlenstoffatomen am höchsten. Carboxygruppen werden
am besten akzeptiert, wenn diese direkt an dem Kohlenstoffatom sitzen, an dem die
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Abbildung 1.7: Modell der zweigeteilten Bindetasche von Amin-Pyruvat-Aminotransfera-
sen für Methylbenzylamin und Alanin als Modellsubstrate. L und S kennzeichnen jeweils
den großen und den kleinen Bereich der Bindetasche (nach Referenz 94).
Reaktion stattfindet. Das weist darauf hin, dass dieses Enzym auf die Umsetzung von α-
Aminosäuren bzw. α-Ketosäuren optimiert ist. Außerdem sind hydrophobe Interaktionen
wichtiger, wenn der Cofaktor als internes Azomethin vorliegt, was auf die Favorisierung
eines Aromaten als Aminodonor und einer Ketosäure als Aminoakzeptor schließen lässt
[51]. Im Gegensatz dazu bindet der kleine Bereich (S) nur aliphatische Substituenten die
nicht größer als eine Ethylgruppe sind. Theoretische Berechnungen haben dabei gezeigt,
dass die Reste der kleinen Bindetasche nicht an der Katalyse beteiligt sind, sondern nur
an der Substratbindung. Daraus wurde geschlossen, dass hauptsächlich sterische Faktoren
die Substratbindung beeinflussen [94]. Einen starken Einfluss auf die Reaktivität hat
zudem die Elektrophilie der Carbonylgruppe des Aminoakzeptors [51].
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2 Zielstellung der Arbeit
Die AcAPA gehört zu den biotechnologisch interessantesten (S)-Aminotransferasen. Für
die Anpassung dieses Enzyms an neue Substrate sind umfassende Informationen über
den Mechanismus der Substraterkennung notwendig. Die vorliegende Arbeit stellt sich
daher folgende Ziele:
• Die Substratspezifität von AcAPA soll durch den Test einer Reihe von Substraten
bestimmt werden.
• Die für die Bindung von Substraten relevanten Positionen dieser Aminotransferase
sollen durch ein Strukturmodell ermittelt werden
• Die Validierung der Aussagekraft dieses Modells soll durch ortsgerichtete Mutage-
neseexperimente erfolgen.
• Neben einem Funktionstest, der eine Aussage über die Sensitivität der einzelnen
Positionen trifft, soll auch die Aktivität der Mutanten für eine Reihe neuartiger
Substrate überprüft werden.
• Nach dem Generieren von Strukturen des Enzym-Substrat-Komplexes in silico
durch molekulares Docking und Moleküldynamiksimulationen sollen theoretische
Untersuchungen Erklärungsansätze für die empirischen Beobachtungen liefern.
• Anhand der gewonnenen Daten soll ein Modell für die Substraterkennung von
Amin-Pyruvat-Aminotransferasen, insbesondere der AcAPA, entwickelt werden.
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3 Material
3.1 Geräte
Elektroporator:
ECM 630 BTX, San Diego, USA
Eletrophorese-Apparaturen:
Agarose-Gele: EasyCast BIA, B2 OWL Separation Syst., Portsmouth, USA
Polyacrylamid-Gele: P8DS-1 Dual Gel OWL Separation Syst., Portsmouth, USA
FPLC-Anlagen:
ÄKTAexplorer™ 100 GE Healthcare, Freiburg, D
Geldokumentationssystem:
GDS Intas, Göttingen, D
Hochdruck-Homogenisator:
French Press Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
HPLC Anlagen:
LaChrom Merck-Hitachi, Darmstadt, D
Prominence Shimadzu Corp., Kyoto, J
Küvetten:
Elektroporationsküvetten BTX, San Diego, USA
UV-Quartzküvetten (1 cm) Hellma Analytics, Müllheim, D
Manuelles Pipettiersystem:
Liquidator96 Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach, D
Massenspektrometer:
Ultraflex III MALDI TOF/TOF Bruker Daltonics Inc., Billerica, USA
Mixer:
Vortex-2 Genie VWR International, Darmstadt, D
Plattenphotometer:
Infinite® M200 Tecan Group AG, Männedorf, CH
Redox-/pH-Temperaturmessgerät:
Qph 70 Merck, Darmstadt, D
Reinstwasseranlage:
Milli Q Millipore, Bedford, USA
Schüttel-Inkubatoren:
Innova® 44R New Brunswick Scientific, Nürtingen, D
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Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, D
Timix control TH 15 Edmund Bühler GmbH, Hechingen, D
Sicherheitswerkbänke:
HERAsafe HERAEUS GmbH, Hanau, D
Stromversorgungsgeräte:
E835 Consort, Turnout, B
EPS 3500 Pharmacia Amersham, Uppsala, S
Thermocycler:
Mastercycler Personal Eppendorf AG, Hamburg, D
UV-VIS Spektrophotometer:
Spectronic Helios Y Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
UV-1800 Shimadzu Corp., Kyoto, J
Waagen:
Analysenwaage Adventurer™ OHAUS, Giessen, D
Laborwaage Adventurer™ OHAUS, Giessen, D
Zentrifugen:
5810 R Eppendorf AG, Hamburg, D
Allegra™X-12R Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA
Biofuge fresco HERAEUS GmbH, Hanau, D
miniSpin Eppendorf AG, Hamburg, D
Zentrifugenrotoren:
Ausschwingrotor A-4-62 Eppendorf AG, Hamburg, D
Festwinkelrotor F-34-6-38 Eppendorf AG, Hamburg, D
Ausschwingrotor SX4750A Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA
3.2 Säulen, Kits und Verbrauchsmaterialien
96-Well-Platten:
Microplatte 96 Deep Well 2 ml Greiner Bio-One, Kremsmünster, A
Microplatte PS 96 U/F Greiner Bio-One, Kremsmünster, A
Dialysemembran:
Spectra/Por® 1 Dialysis Membrane Spectrum Laboratories, Inc.,
Rancho Dominguez, USA
Flüssigchromatographie-Säulen:
HiTrap Q HP GE Healthcare, Freiburg, D
HPLC-Säulen:
Gemini® C18 Phenomenex Inc., Torrance, USA
Kinetex HILIC Phenomenex Inc., Torrance, USA
Vydac RP-18 Grace, Deerfield, USA
Reinigungskits:
PureYield™ Plasmid Mini Kit Promega GmbH, Madison, USA
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega GmbH, Madison, USA
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3.3 Chemikalien
Allgemein:
Acrylamid/
N,N’-Bismethylenacrylamid (37,5:1) 30 % AppliChem, Darmstadt, D
Agarose BMA, Rockland, USA
CelLytic™ B Cell Lysis Reagent Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Coomassie® Brilliantblau R250 AppliChem, Darmstadt, D
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) MBI Fermentas, Vilnius, LT
Essigsäure AppliChem, Darmstadt, D
Ethidiumbromid AppliChem, Darmstadt, D
Glycerol AppliChem, Darmstadt, D
Glycin AppliChem, Darmstadt, D
Hefe-tRNA Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Applichem, Darmstadt, D
Kanamycin (T832.2) Roth, Karlsruhe , D
β-Mercaptoethanol MP Biomedicals, Solon, USA
Natriumdodecylsulfat (SDS, 20 %, w/v) AppliChem, Darmstadt, D
PageBlue™ Protein Staining Solution MBI Fermentas, Vilnius, LT
Pyridoxal-5’-phosphat (PLP) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Tetramethylethylendiamin (TEMED) AppliChem, Darmstadt, D
Trifluoressigsäure (TFA) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) AppliChem, Darmstadt, D
Lösungsmittel:
Acetonitril Roth, Karlsruhe , D
Ethanol Roth, Karlsruhe , D
Methanol Roth, Karlsruhe , D
2-Propanol AppliChem, Darmstadt, D
Medienzutaten:
Bacto-Agar BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Bacto-Trypton DIFCO LAB., Detroit, USA
D-Glukose AppliChem, Darmstadt, D
Hefeextrakt BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Trypton Biosciences, Franklin Lakes, USA
Salze:
Ammoniumchlorid AppliChem, Darmstadt, D
Ammoniumperoxydisulfat (APS) Biorad, München, D
Ammoniumsulfat AppliChem, Darmstadt, D
Bicinchoninsäure-dinatriumsalz Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Chlorwasserstoffsäure AppliChem, Darmstadt, D
Kaliumchlorid AppliChem, Darmstadt, D
Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem, Darmstadt, D
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di-Kaliumhydrogenphosphat AppliChem, Darmstadt, D
Kupfer(II)-sulfat-pentahydrat Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Magnesiumchlorid (Medien) AppliChem, Darmstadt, D
Magnesiumsulfat AppliChem, Darmstadt, D
Natriumcarbonat AppliChem, Darmstadt, D
Natriumchlorid AppliChem, Darmstadt, D
Natriumhydrogencarbonat Sigma-Aldrich, Steinheim, D
di-Natriumhydrogenphosphat AppliChem, Darmstadt, D
Natriumhydroxid AppliChem, Darmstadt, D
Natriumsulfat AppliChem, Darmstadt, D
di-Natriumtartrat-dihydrat AppliChem, Darmstadt, D
Substrate:
Acetophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Butyrophenon Alfa Aesar, Ward Hill, USA
4-Chloroacetophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
4-Chloropropiophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
4-Ethylacetophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Isobutyrophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Isopropylamin Sigma-Aldrich, Steinheim, D
2-Methoxyacetophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
2,4-di-Methoxyacetophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
3-Methoxyacetophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
3,4-di-Methoxyacetophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
4-Methoxyacetophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
(R)-Methylbenzylamin Sigma-Aldrich, Steinheim, D
(S)-Methylbenzylamin Sigma-Aldrich, Steinheim, D
1-Phenyl-2-butanon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
4-Phenyl-2-butanon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Propiophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Natriumpyruvat AppliChem, Darmstadt, D
Valerophenon Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Material 23
3.4 Medien
LB-Medium: LB-Festagar:
10 g/l Bacto-Trypton 15 g/l Agar
5 g/l Hefeextrakt in LB-Medium
10 g/l NaCl
ZYM505-Medium: SOC-Medium:
10 g/l Trypton 2 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt 5 g/l Hefeextrakt
54 mM Glycerol 10 mM NaCl
2,8 mM Glukose 20 mM Glukose
25 mM Na2HPO4 10 mM MgCl2
25 mM KH2PO4 10 mM MgSO4
50 mM NH4Cl 2,5 mM KCl
5 mM Na2SO4
2 mM MgSO4
3.5 Enzyme
DNA-Polymerase:
FIREPol® DNA Polymerase Solis BioDyne, Tartu, EST
Phusion® HF DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Restriktionsenzyme:
DpnI, HindIII, NcoI Fermentas, St. Leon-Rot, D
sonstige:
Desoxyribonuclease I (DNase I) AppliChem, Darmstadt, D
Lysozym AppliChem, Darmstadt, D
T4-DNA-Ligase New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
Die Enzyme wurden mit den vorgesehenen Puffer und Zusätzen der Hersteller verwendet.
3.6 Bakterienstämme und Vektoren
E. coli BL21(DE3) (Novagen, Madison, USA): Ein E. coli B Derivat mit DE3,
einem λ Prophagen der das Gen für die T7-RNA-Polymerase und den lacIq Promoter
enthält. Gene von transformierten Plasmiden mit T7-Promoter werden zunächst nicht
exprimiert. Die Produktion der erforderlichen T7-RNA-Polymerase erfolgt durch IPTG
Induktion über den entsprechenden lac-Promoter [97]. Die Proteasegene ompT und lon
sind inaktiv. Genotyp: F-, ompT, gal, dcm, lon , hsdSB(rB- mB-), λ(DE3 [lacI, lacUV5-T7
gene 1, ind1, sam7, nin5]).
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E. coli DH10B (Invitrogen, Carlsbad, USA): Dieses E. coli K12 Derivat wurde
zur Vervielfältigung von Plasmiden eingesetzt. Genotyp: F-, mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-
mcrBC), Φ80lacZ∆M15, ∆lacX74, recA1, endA1, araD139, ∆(ara, leu)7697, galE15,
galK16, λ-, rpsL, nupG.
Vektor pRSF-1b (Novagen, Madison, USA): Ein Expressionsvektor mit einer
Größe von 3669 bp, der den T7-Promotor stromaufwärts des Polylinkers enthält, zur Ver-
wendung in λDE3-lysogenen E. coli-Stämmen. Er codiert außerdem eine Aminoglycosid-
3’-Phosphotransferase für Kanamycin-Resistenz, sowie einen zusätzlichen Repressor für
das lac-Operon.
(A) (B)
Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der verwendeten Plasmide (A) pRSF-1b und
(B) pRSF-AcAPA. T7_P - T7-Promoter; lacO - lac-Operon; rbs - Ribosomen Bindestel-
le; AcAPA-Gen der Aminotransferase aus A. citreus; T7_T - T7-Terminator; KanR -
Aminoglycosid-3’-Phosphotransferase-Gen (nptII) für Kanamycin-Resistenz; ori - Replikati-
onsursprung; lacI - LacI Repressor.
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3.7 Molekulargewichtsstandards
(A) (B)
Abbildung 3.2: Verwendete DNA- und Protein-Molekulargewichtsstandards: (A) Gene
Ruler™ 1 kb-DNA-Leiter, FERMENTAS; (B) Protein-Molekulargewichtsstandard, Thermo
Fisher Scientific
3.8 Oligonukleotide
Synthetische Oligonukleotide wurden bei den Firmen BioSpring, Thermo Electron oder
MWG bestellt. Die Sequenzen sind in 5’→3’ Richtung abgebildet.
Sequenzier- und Kolonie-PCR-Primer:
pRSF_Fwd GGGAATTGTGAGCGGATAAC
pRSF_Rev GTGCTGGCGTTCAAATTTCG
Primer für die Sättigungsmutagenesen:
F25X-f GTAAATATCTGATGCGCACCnnkTCCACACAAAACGAGTATCA
F25X-r GGTGCGCATCAGATATTTAC
F56X-f ACACGTCTGCTGGATTTCnnkAATCAGCTGTATTGTGTTAA
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A56-r GAAATCCAGCAGACGTGT
L59X-f TGCTGGATTTCTTCAATCAGnnkTATTGTGTTAATCTGGGCCA
L59X-r CTGATTGAAGAAATCCAGCA
Y60X-f TGGATTTCTTCAATCAGCTGnnkTGTGTTAATCTGGGCCAGAA
Y60X-r CAGCTGATTGAAGAAATCCA
Y164X-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTnnkCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164X-r AGAACGCAGGCGGGTCACAG
A242X-f TCACGGAAGTGAGCCAGGGTnnkGGTTCAGCAATGCCACCT
A242X-r ACCCTGGCTCACTTCCGTGA
V328X-f ACAAACATCGTTGGGAAAGCnnkTCCACGTATGCCGGTCAT
V328X-r GCTTTCCCAACGATGTTTGT
M437X-f GAGTTCTGATCGGCGGAGTAnnkCCTAATACGATGCGTAT
M437X-r TACTCCGCCGATCAGAACTC
Primer für QuikChange®-Mutagenesen:
F25A-f GTAAATATCTGATGCGCACCgctTCCACACAAAACGAGTATCA
F25R-f GTAAATATCTGATGCGCACCcgtTCCACACAAAACGAGTATCA
F25E-f GTAAATATCTGATGCGCACCgagTCCACACAAAACGAGTATCA
F25G-f GTAAATATCTGATGCGCACCggtTCCACACAAAACGAGTATCA
F25V-f GTAAATATCTGATGCGCACCgttTCCACACAAAACGAGTATCA
V328D-f ACAAACATCGTTGGGAAAGCgatTCCACGTATGCCGGTCAT
V328K-f ACAAACATCGTTGGGAAAGCaagTCCACGTATGCCGGTCAT
V328M-f ACAAACATCGTTGGGAAAGCatgTCCACGTATGCCGGTCAT
V328F-f ACAAACATCGTTGGGAAAGCtttTCCACGTATGCCGGTCAT
V328W-f ACAAACATCGTTGGGAAAGCtggTCCACGTATGCCGGTCAT
V328Y-f ACAAACATCGTTGGGAAAGCtatTCCACGTATGCCGGTCAT
Y164A-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTgcgCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164C-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTtgcCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164D-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTgacCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164E-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTgaaCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164F-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTttcCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164G-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTggtCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164I-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTatcCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164K-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTaaaCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164L-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTctgCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164M-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTatgCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164N-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTaacCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164P-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTccgCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164Q-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTcagCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164R-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTcgtCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164S-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTtctCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164V-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTgttCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
Y164W-f CTGTGACCCGCCTGCGTTCTtggCGTAGTGGGCTGGTCGGAGA
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3.9 Software
Amber 11 University of California, San Francisco, USA [98]
AmberTools 11 University of California, San Francisco, USA [98]
BioEdit 7.0.5.3 Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, USA [99]
ClustalW2 European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK [100]
Gold 5.1 CCDC Software Ltd., Cambridge, UK [101]
MOE 2008.10/2012.10 Chemical Computing Group, Inc., Montreal, CAN [102]
ProbCons 1.12 Stanford University, Stanford, USA [103]
Procheck 3.5.4 European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK [104]
VMD 1.9.1 University of Illinois, Urbana, USA [105]
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4 Methoden
4.1 Theoretische Methoden
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit lag keine Kristallstruktur des Zielenzyms vor. Daher
war es für den rationalen Teil der Enzymoptimierung notwendig, ein Strukturmodell zu
erstellen.
Zur Erzeugung von Strukturmodellen existieren zwei Ansätze:
• Methoden die keine bekannte Struktur als Template verwenden (de novo Vorher-
sage), generieren Strukturen zumeist durch mehrstufige, statistische Verfahren
(Monte-Carlo-Simulation) oder durch molekulare Dynamiksimulationen. Ein Bei-
spiel für eine de novo Vorhersagemethode von Proteinen ist die Rosetta-Methode
[106]. Dabei wird zunächst eine sequenzbasierte Vorhersage der Sekundärstruktur
durchgeführt. Dann werden in bekannten Strukturen Fragmente gesucht, deren
Sequenz und Sekundärstruktur Teilen der Zielsequenz entspricht. Mit diesen Frag-
menten werden zufällige Konformationen erzeugt und bewertet. Die Konformationen
mit der besten Bewertung werden in einem weiteren Schritt variiert, um eine noch
günstigere Energiebewertung zu erhalten. Mit diesem Verfahren wird der Konforma-
tionsraum, die Gesamtheit aller möglichen Konformationen, stichprobenartig nach
dem energetischen Minimum abgesucht. Die energetisch günstigste Konformation
entspricht im Allgemeinen der nativen Faltung.
• Einen anderen Ansatz verfolgen Methoden die eine bekannte Raumstruktur eines
anderen Proteins als Template für ein Modell verwenden. Diese Methoden basie-
ren auf der Annahme, dass eine ähnliche Aminosäuresequenz zu einer ähnlichen
Proteinstruktur führt [107]. Des Weiteren ist in den meisten Fällen die Struktur
einer Proteinfamilie konservierter als ihre Sequenz [108]. Da eine solche Methode
in dieser Arbeit Anwendung fand, werden diese im Folgenden genauer erläutert.
Bei diesen Methoden besteht der erste Schritt in der Identifizierung einer oder mehrerer
Proteinstrukturen, die sich als Template eignen. Dafür stehen eine Reihe von Datenban-
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ken und Suchalgorithmen zur Verfügung. Strukturen mit ähnlicher Aminosäuresequenz
zum Zielprotein können entweder durch einfachen Sequenzvergleich [109] oder durch
profilbasierte Suchalgorithmen [110, 111] gefunden werden.
Existieren nur Strukturen mit geringer Sequenzähnlichkeit für das Zielprotein bietet sich
als Methode zur Strukturmodellierung das Proteinthreading an. Dabei werden verschiede-
ne Entsprechungen zwischen den Aminosäuren des Zielproteins und der Templatestruktur
im folgenden Modellierungsschritt getestet und bewertet [112, 113].
Dagegen werden bei der Homologie-Modellierung die Aminosäuresequenzen des Ziel-
proteins und der Templatestruktur zuvor mit einer geeigneten Methode verglichen (Ali-
gnment) [103, 114–117]. Die Strukturmodellierung erfolgt auf der Basis dieser Ausrichtung.
Für den Aufbau des Strukturmodells existiert eine Reihe von Methoden.
Die ursprüngliche Methode ist das Zusammenfügen starrer Körper (Assembly of Rigid
Bodies) [118]. Zunächst werden mehrere Templatestrukturen zueinander ausgerichtet
und das Rückgrat der konservierten Kernbereiche modelliert. Variable Bereiche (Loops)
werden aus Fragmenten bekannter Strukturen mit ähnlicher Sequenz und kompatiblen
Endstücken gebildet. Anschließend werden die Seitenketten hinzugefügt. Zur Einschrän-
kung des Konformationsraumes für die Seitenketten, werden statistische Daten über
häufige Seitenkettenkonformationen aus experimentell ermittelten Strukturen verwendet
(Rotamere) [119]. Zusätzlich wird die Konformation der entsprechenden Seitenketten in
der Templatestruktur herangezogen. Als Letztes wird das Modell durch Energieminimie-
rung oder Moleküldynamiksimulationen verfeinert.
Die Modellierung durch die Rekonstruktion von Koordinaten (Segment Matching/Coor-
dinate Reconstruction) basiert auf der Beobachtung, dass die meisten Hexapeptidsegmente
von bekannten Proteinstrukturen zu einer von 100 strukturellen Klassen gehört [120]. So
kann ein Modell aus Segmenten von verschiedenen experimentell bestimmten Protein-
strukturen [121] oder aus energieoptimierten Konformationssuchen [122] rekonstruiert
werden. Die Templatestruktur dient dabei als Matrize für die Zusammenführung dieser
Segmente anhand der Position der Cα-Atome der Aminosäuren [123].
Außerdem gibt es Methoden die Distanzgeometrie bzw. Optimierungstechniken nutzen,
um räumliche Einschränkungen zu berücksichtigen (Satisfaction of Spatial Restraints),
die sich hauptsächlich aus dem Sequenzalignment von Template und Zielprotein ergeben
[124, 125]. Dem liegt die Annahme zugrunde, dass die Bindungslängen und Torsions-
winkel der Rückgratatome von einander entsprechenden Aminosäuren ähnliche Werte
annehmen. Weitere Konformationsdaten aus verschiedenen Quellen können zusätzlich in
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das Modell einfließen. Die Berechnung des Modells erfolgt durch die Minimierung aller
konformationellen Beschränkungen.
Bei optimalem Einsatz der verschiedenen Techniken zur Erstellung eines Struktur-
modells werden in etwa ähnliche Genauigkeiten erreicht. Daher ist der Einfluss des
Sequenzalignments und der Auswahl des Templates, besonders bei geringer Sequenzi-
dentität, ungleich größer. Bei der Wahl der Modellierungsmethode stehen Flexibilität
und Automatisierung im Vordergrund sowie die Möglichkeit zusätzliche experimentell
ermittelte Strukturdaten und Templatestrukturen in die Berechnung einfließen zu lassen
[126]. Mit diesen Methoden wird in den gängigen Modellierungsverfahren eine Vielzahl
von Modellvorschlägen erstellt. Die Bewertung dieser Vorschläge erfolgt u. a. durch eine
Energiefunktion, welche in einigen Fällen auch schon bei der Generierung der Vorschläge
zur Konformationsoptimierung benutzt wird.
Die Bewertungsfunktion muss in der Lage sein, die inter- und intramolekularen Wech-
selwirkungen eines Moleküls abzubilden und zu einem Energiewert zusammenzufassen.
Mit steigender Genauigkeit der Energiefunktion erhöht sich der notwendige Aufwand an
Rechen- und Speicherkapazität zum Lösen der dafür notwendigen Gleichungen. Zu den
genauesten Methoden zählen ab initio Methoden aus der Quantenchemie. Diese Metho-
den basieren im Wesentlichen darauf, die Eigenschaften von Atomen durch die Lösung
der zeitunabhängigen Schrödingergleichung zu beschreiben. Aufgrund der Komplexität
der dafür notwendigen Berechnungen sind diese momentan nur auf niedermolekulare
Verbindungen anwendbar. Semi-empirische Verfahren sind durch verschiedene Nähe-
rungen stärker vereinfacht, sodass auch größere molekulare Systeme berechnet werden
können. Bei der Anwendung dieser Verfahren sind jedoch auch größere Ungenauigkeiten
zu erwarten [127]. Für das Durchsuchen einer großen Anzahl von makromolekularen
Strukturmodellen nach energetisch günstigen Konformationen eignen sich diese Verfahren
jedoch auch nicht. Für diesen Fall werden molekülmechanische Verfahren angewendet,
welche auf einem gänzlich anderen Ansatz basieren.
In der Molekülmechanik werden Atome als Massenpunkte betrachtet. Die chemischen
Bindungen, mit denen diese zu Molekülen verknüpft sind, werden durch einfache Poten-
tialfunktionen beschrieben. Für ein durch seine Konstitution festgelegtes Molekül wird
ein Zustand definiert, in dem die verschiedenen Parameter einen Idealwert annehmen.
Zu diesen Parametern gehören die Bindungslänge (b) zwischen zwei Atomen (B, C), der
Bindungswinkel (θ) zwischen drei verknüpften Atomen (B, C, D) und der Torsionswinkel
(φ) um die zentrale Bindung zweier Atome B und C für vier aufeinander folgende Atome
(A, B, C, D) (siehe Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Schematische Ansicht der Kraftfeld-Interaktionen. Kovalente Bindungen
sind durch Linien dargestellt, nicht-kovalente Wechselwirkungen durch eine gestrichelte
Linie (nach Referenz 128).
Der stabilste Zustand eines realen Moleküls ist derjenige, bei dem die Abweichung
der Bindungslängen, Bindungswinkel und Torsionswinkel vom Idealzustand (Energie-
nullpunkt) am geringsten ist. Das angenommene Potential von Bindungslängen und
Bindungswinkel entspricht in seiner Form einem Hookeschen Potential, wie es in der
klassischen Physik für die Beschreibung der Auslenkung von Federn aus der Gleichge-
wichtslage verwendet wird. Die Torsionswinkel werden durch ein Potential beschrieben,
in dem die Änderung der Energie bei der Rotation um eine Bindung eine Funktion des
Torsionswinkels ist. Die in den entsprechenden Gleichungen auftretenden Parameter
müssen für jeden Bindungstyp spezifiziert werden. Dies erfolgt entweder über die Eichung
durch experimentelle Daten oder über quantenmechanische Berechnungen. Die Ener-
giebeiträge aus der Variation der Bindungslängen, Bindungswinkel und Torsionswinkel
stellen die sogenannten bindenden Energiebeiträge zur fiktiven Energie eines Moleküls dar.
Diese können prinzipiell nur positive Werte bzw. im Idealfall den Wert null annehmen.
Um den Energieinhalt eines Moleküls im Rahmen der Molekülmechanik ausreichend
zu beschreiben, müssen neben den an die klassische Mechanik angelehnten bindenden
Beiträgen auch die nicht-bindenden Energiebeiträge hinzugezogen werden. Dazu zäh-
len die Van-der-Waals-Energie (Londonsche Dispersionswechselwirkung) zwischen allen
nicht-gebundenen Atomen, sowie die elektrostatische Energie (Coulomb-Energie), die
von den Nettoladungen der Atome ausgeht. Auch diese Energiebeiträge müssen für alle
Atomtypen festgelegt werden. Ein molekülmechanisches Kraftfeld, wie es die Gleichung
(4.1) darstellt, enthält mindestens diese fünf Energiefunktionen [128].
V (r) =
∑
kb(b− b0)2 +
∑
kθ(θ − θ0)2
+
∑
kφ[cos(nφ+ δ) + 1] +
∑[qiqj
rij
+ Aij
r12ij
− Cij
r6ij
]
(4.1)
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Aufgrund der einfachen analytischen Form der Potentiale ist ihre Berechnung auch für
größere molekulare Systeme ohne größeren Aufwand möglich. Die klassisch physikalischen
Vorstellungen auf denen Kraftfelder beruhen, können bei deren Anwendung jedoch zu
erheblichen Ungenauigkeiten führen. Aus diesem Grund existiert auch kein universelles
Kraftfeld, das für die Beschreibung von beliebigen molekularen Systemen in der Chemie
geeignet ist. Die zahlreichen derzeit eingesetzten empirischen Kraftfelder wurden deshalb
auf bestimmte Gruppen von Molekülen hin optimiert. So sind populäre Kraftfelder wie
AMBER [129], GROMOS [130] oder CHARMM [131] für die Beschreibung biologischer
Makromoleküle optimiert, während MM2 [132] und MMFF [133] für die Beschreibung
von niedermolekularen organischen Verbindungen geeignet sind.
Die Aussagekraft eines Modells wird von seiner Qualität bestimmt. Neben der struk-
turellen Konservierung zwischen dem Zielprotein und dem Template ist die korrekte
Ausrichtung der Aminosäuren die größte Quelle für mögliche Fehler [126]. Eine erste
Schätzung für die korrekte Faltung ist die Sequenzidentität, die sich aus dem Alignment
ergibt. Bei einer Sequenzidentität über 50 % zwischen Template und Zielprotein beträgt
die Abweichung der Modelle zu einer experimentell ermittelten Struktur, die durch den
durchschnittlichen Abstand der Cα-Atome der Proteinrückgrate (RMSD-Wert) beschrie-
ben wird, nur 1 A˚. Liegt die Sequenzidentität über 30 % ist ein RMSD-Wert von 2 − 3 A˚
zu erwarten. Ungenauigkeiten kommen in diesem Fall verstärkt in den flexiblen Loop-
Regionen vor. Weniger als 20 % Sequenzidentität führt zu einem starken Abfall in der
Qualität des Alignments, wobei mehr als die Hälfte der Reste fehlerhaft zugeordnet sein
können [134]. Die dabei erhaltene Struktur weist mit großer Wahrscheinlichkeit erhebliche
Fehler auf. Für die anschließende Einschätzung der Qualität des Homologie-Modells
dienen neben der Sequenzidentität auch strukturelle Merkmale als Kriterium. Durch
die Analyse experimentell bestimmter Strukturen liegen statistische Verteilungen von
räumlichen Merkmalen für Proteine vor. Bei vielen Modellierungsverfahren werden diese
bereits berücksichtigt. Die Häufigkeit der Ereignisse, in denen aufgrund von Konsens-
entscheidungen bei der Modellierung Abweichungen von diesen statistischen Werten
auftreten, ist somit ein Maß für die Plausibilität des Modells. Zu diesen Merkmalen gehö-
ren zunächst Bindungslängen, Bindungswinkel und Torsionswinkel von Proteinrückgrat
und Aminosäureseitenketten. Außerdem können die Planarität von Peptidbindungen und
Seitenketten sowie Kollisionen zwischen Atomen überprüft werden. Die Abweichungen
von Merkmalen wie der Packung, der Bildung eines hydrophoben Kerns, der Lösungs-
mittelzugänglichkeit, der räumlichen Verteilung geladener Gruppen, der Verteilung von
Distanzen zwischen Atomen und der Wasserstoffbrücken zwischen Rückgrat-Atomen
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sind weitere Indikatoren für Fehler im Strukturmodell [126]. Im Folgenden werden die
Verfahren und ihre Anwendung beschrieben, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
4.1.1 PSI-BLAST
Zur Identifikation einer geeigneten Templatestruktur für die Modellierung der AcAPA
wurde eine profilbasierte Suche verwendet. Der BLAST-Algorithmus (Basic Local Ali-
gnment Search Tool) für sich alleine dient der Suche nach paralogen bzw. orthologen
Sequenzen innerhalb einer Datenbank. Bei dieser Methode wird die Zielsequenz zunächst
in gleich große Fragmente (Worte) zerlegt. Für jedes Wort wird anschließend eine Lis-
te mit ähnlichen Wörtern angelegt. Diese basieren auf einer Substitutionsmatrix (z. B.
BLOSUM62), welche empirische Austauschwahrscheinlichkeiten von Aminosäuren in der
Evolution wiedergibt. Ein festgelegter Schwellenwert dieser Wahrscheinlichkeitswerte
definiert, ob zwei Aminosäuren zueinander ähnlich sind. Die Sequenzen der Datenbank
werden nach Übereinstimmung mit diesen Fragmenten durchsucht. Bei Suchtreffern mit
geringem Abstand zueinander werden die entsprechenden Sequenz-Wort-Alignments
erweitert, um zu ermitteln, ob diese Treffer innerhalb eines Alignments mit hoher Wer-
tung liegen. Durch die Anwendung eines heuristischen Algorithmus wird versucht, einen
Ausgleich zwischen Suchgeschwindigkeit und Sensitivität zu erreichen.
Der PSI-BLAST-Algorithmus (Position-Specific-Iterative BLAST) ist eine Erweiterung
dieses Verfahrens, um Sequenzen mit weiter entfernter Verwandtschaft zu identifizieren, die
trotzdem relevant sind. Dabei wird aus den Ergebnissen einer normalen BLAST-Suche ein
multiples Sequenzalignment berechnet und daraus eine Matrix aus positionsspezifischen
Bewertungen ermittelt. Dieses Profil ist vergleichbar mit einer Art Konsensussequenz. Mit
einer anschließenden BLAST-Suche nach diesem Profil besteht die Möglichkeit, weiter
entfernt verwandte Proteine zu ermitteln, da nah verwandte in die Suche mit einbezogen
werden. Dieser Vorgang kann mehrmals wiederholt werden [111].
4.1.2 Multiples Sequenzalignment
Für die Homologie-Modellierung ist die korrekte Ausrichtung der Aminosäuren zwischen
Template und Zielprotein von zentraler Bedeutung. Sind sich die Aminosäuresequenzen
des Templateproteins und des Zielproteins sehr ähnlich, genügt ein paarweises Sequen-
zalignment, z. B. unter Verwendung des bewährten Needleman-Wunsch-Algorithmus
[135]. Liegt jedoch nur eine geringe Sequenzähnlichkeit vor, führt ein Alignment unter
Einbeziehung weiterer, ähnlicher Sequenzen zu einem verlässlicheren Ergebnis [136].
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Die für das Alignment verwendete Methode ProbCons (Probabilistic Consistency-
based Multiple Sequence Alignment) benutzt eine neuartige Bewertungsfunktion für
multiple Sequenzalignments, welche auf einem wahrscheinlichkeitstheoretischen Kon-
sistenzmodell basiert [103]. Diese Methode hat sich in Vergleichen mit anderen als
herausragend erwiesen [137, 138].
4.1.3 Komparative Modellierung
Homologie-Modelle wurden mit der Software MOE (Molecular Operating Environment)
in der Version 2008.10 erstellt [102]. Diese verwendet eine Methode basierend auf der
Rekonstruktion von Koordinaten (Segment Matching) [123]. Zunächst wird aus dem
Sequenzalignment und den Atomkoordinaten des Rückgrates der Templatestruktur das in-
itiale Modell gebildet. Zusätzlich werden die Schweratome von konservierten Resten über-
nommen. Bereiche ohne Entsprechung zur Templatestruktur (Insertationen/Deletionen)
werden aus passenden Proteinfragmenten aus der Proteindatenbank der Research Collabo-
ratory for Structural Bioinformatics (RCSB) gebildet [139]. Anschließend wird eine Reihe
unabhängiger Modelle generiert. Eine Kontaktenergiefunktion bewertet die Proteinfrag-
mente aus der Modellierung der Loops unter Berücksichtigung der bereits vorhandenen
Atome und möglicher zusätzlicher Moleküle, wie z. B. Liganden oder Wasser aus der
Templatestruktur. Die berechneten Energien werden eingesetzt, um eine Boltzmann-
verteilte Auswahl von Kandidaten für Loops zu erhalten. Nachdem diese zu den Modellen
hinzugefügt wurden, erfolgt die Modellierung der Seitenketten. Die Konformationen
werden Software-spezifischen Rotamerbibliotheken entnommen, die durch das Gruppieren
von hochaufgelösten Strukturdaten aus der Proteindatenbank erstellt wurden. Nach der
Optimierung der Packung werden die Wasserstoffatome nach den bestehenden Valenzan-
forderungen hinzugefügt. Durch geringe Variationen der Atomkoordinaten wird dann
eine energetisch günstigere Konformation gesucht. Aus einer Reihe von intermediären
Modellen wird auf der Basis verschiedener Kriterien ein endgültiges Modell ermittelt.
Diese Kriterien sind die strukturelle Abweichung der Atomkoordinaten vom Durchschnitt,
die elektrostatische Solvatationsenergie [140], die Packung der Aminosäurereste und die
Schätzung der effektiven Kontaktenergie der Atome [141].
4.1.4 Identifizierung von Substrat-bindenden Resten
Für eine erste, schnelle Identifizierung der Substrat-bindenden Reste in der Bindeta-
sche der AcAPA wurden Strukturdaten aus der Proteindatenbank hinzugezogen. Da die
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PLP-abhängigen Enzyme des Faltungstyps I eine konservierte Struktur besitzen, wurde
zunächst aus den Aminosäuresequenzen von allen als Aminotransferasen gekennzeichneten
Strukturen in der Strukturdatenbank sowie der AcAPA ein multiples Sequenzalignment
(vgl. 4.1.2) erstellt. Um die Sequenzbeziehungen zwischen den Proteinen zu visualisieren,
erfolgte anschließend die Berechnung eines Stammbaums nach der Neighbor Joining (NJ)
Methode mit der Software ClustalW2 [100, 142]. Nach zwei Kriterien wurden Struktu-
ren für die Analyse ausgewählt. Dazu gehörten die Zuordnung zu einer monophyletischen
Gruppe mit AcAPA in dem NJ-Stammbaum und die Existenz eines co-kristallisierten
Inhibitors in der Struktur. Die ausgewählten Strukturen wurden anschließend durch
ein multiples Strukturalignment mit der Software MOE 2008.10 übereinander gelegt
(superpositioniert). Bei der Superpositionierung werden Strukturen so übereinandergelegt,
dass die durchschnittliche räumliche Distanz einander entsprechender Atome minimiert
wird. Diese Atome sind üblicherweise die Cα-Atome von Aminosäuren, die durch ein
vorheriges Sequenzalignment einander zugeordnet werden. Anhand der Inhibitoren, die
so in die AcAPA Modellstruktur hineingelegt wurden, erfolgte die Identifikation der
potentiell Substrat-bindenden Aminosäurereste.
4.1.5 Molekulares Docking
Für die theoretische Untersuchung der Interaktionen zwischen Liganden und Enzym ist
es notwendig die präzise Bindungskonformation (Pose) zu bestimmen. Dafür wurde ein
kombinierter Ansatz aus molekularem Docking und Dynamiksimulation verwendet.
Molekulares Docking versucht die Struktur eines intermolekularen Komplexes zwischen
zwei oder mehreren Molekülen vorherzusagen. Eine methodische Ähnlichkeit zur Model-
lierung von Molekülen besteht darin, dass zunächst Konformationen generiert und diese
dann mit einer Energiefunktion bewertet werden.
Als Suchfunktion für Protein-Ligand-Konformationen existieren verschiedene Ansätze.
Bei der systematischen Durchmusterung wird versucht alle möglichen Konformationen
des Liganden zu testen. Die Proteinflexibilität kann dabei derzeit in den meisten Fällen
nicht berücksichtigt werden. Der Konformationsraum vergrößert sich exponentiell mit
der Anzahl der rotierbaren Bindungen des Liganden. Zu den stochastischen Methoden
gehören Monte-Carlo-Algorithmen, genetische Algorithmen und Tabu-Suchmethoden.
Monte-Carlo-Algorithmen durchsuchen den Konformationsraum stichprobenartig. Ge-
netische Algorithmen und Tabu-Suchmethoden versuchen durch die Nutzung der In-
formationen über die Beschaffenheit des Konformationsraumes, die während der Suche
generiert wurden, den Suchweg zu optimieren. Eine weitere Form der Suchfunktion
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stellen Simulationsmethoden dar. Darin kommen schon während des Dockings entweder
Energieminimierungen oder Moleküldynamiksimulationen zum Einsatz (vgl. 4.1.6), um
eine wahrscheinliche Pose zu erhalten. Jedoch können so mit vergleichsweise hohem
Rechenaufwand oft nur lokale Minima gefunden werden [143].
Die Bewertungsfunktionen, die für das molekulare Docking verwendet werden, sollten
die Bindungsstärke eines Liganden mit einer spezifischen Konformation und Position
an ein Protein widerspiegeln. Das wichtigste Ziel ist es, den nativen Bindungsmodus
von Alternativen zu unterscheiden. Bei den gängigen Bewertungsfunktionen ist erst
eine Abweichung der freien Bindungsenergien, zwischen zwei Liganden, von mehr als
7 − 10 kJ/mol signifikant [144]. Bisher wurden Kraftfeld-basierte, empirische und Wissens-
basierte Bewertungsfunktionen entwickelt. Kraftfeld-basierte Methoden benutzen im
Regelfall die gleichen Kraftfelder, die bei der Strukturmodellierung eingesetzt werden.
Die Kraftfeldterme für die nicht-bindenden Interaktionen haben bei der Berechnung der
Interaktionsenergie zwischen Ligand und Rezeptor eine besondere Bedeutung. Einschrän-
kungen resultieren aus dem Fehlen von Lösungsmittel- und Entropieeffekten sowie in
der fehlenden Berücksichtigung weitreichender Interaktionen. Empirische Bewertungs-
funktionen versuchen experimentelle Daten zu reproduzieren. Dabei wird angenommen,
dass Bindungsenergien näherungsweise durch eine Reihe unabhängiger Terme bestimmt
werden können. Die Vertrauenswürdigkeit ist in hohem Maße von der Ähnlichkeit des
experimentellen Datensatzes zum Trainingsdatensatz abhängig. Wissens-basierte Bewer-
tungsfunktionen leiten für die Ligandenbindung eine Reihe von Regeln aus den Statistiken
experimenteller Daten ab. Diese umfassen einfache Interaktionspotentiale zwischen Atom-
paaren, basierend auf der Häufigkeit der paarweisen Kontakte und Interaktionen in
großen, experimentell bestimmten Datensätzen [143].
4.1.6 Moleküldynamiksimulationen
Moleküldynamiksimulationen berechnen die Bewegungen eines molekularen Systems über
einen gewissen Zeitraum, wenn dieses mit kinetischer Energie aufgeladen wird. Dabei
erhalten die einzelnen Atome zufallsbasierte initiale Beschleunigungen. Anschließend
werden in diskreten Zeitintervallen die daraus resultierenden Positionen durch Integration
der Newton’schen Bewegungsgleichungen ermittelt. Die inter- und intramolekularen Inter-
aktionen, die diese Bewegungen bestimmen, können u. a. durch Kraftfelder beschrieben
werden. Es ist dadurch möglich ein Boltzmann-verteiltes Ensemble von Konformationen
für ein molekulares System zu erhalten. Dadurch kann nicht nur die Flexibilität eines
Systems abgebildet werden, es ist z. B. auch möglich in begrenztem Rahmen den energe-
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tisch günstigsten Weg einer Konformationsänderung zu verfolgen (z. B. Ligandenbindung,
Domänenbewegung).
Die Simulationen in dieser Arbeit erfolgten mit dem Softwarepaket Amber 11 (Assis-
ted Model Building with Energy Refinement) [145]. Für den Proteinanteil wurden die
Parameter des Amber ff03.r1 Kraftfeldes verwendet [129]. Für die Liganden wurden
Kraftfeldparameter verwendet, welche mit dem verwendeten Proteinkraftfeld kompatibel
waren. Dazu eignete sich das in Amber 11 implementierte GAFF-Kraftfeld (General
Amber Force Field) in der Version 1.4 [146]. Die Berechnung der Nettoladung der
Liganden erfolgte durch eine quantenmechanische Geometrieoptimierung und Berechnung
des elektrostatischen Potentials auf der Grundlage der ab initio MO-Theorie. Dazu
wurde die Software GAMESS-US 2010-R1 [147] mit der Hartree-Fock-Methode und dem
Basissatz 6-31+G* verwendet. Aus den Potentialen wurden anschließend mit der Software
R.E.D. III.4 [148] die RESP-Ladungen (Restrained Electrostatic Potential) zurückgerech-
net. Mit antechamber aus dem AmberTools 11-Paket wurden die passenden Atomtypen
zugewiesen. Die Vorbereitung der Struktur für die Simulation erfolgte mit dem leap Modul
des AmberTools 11-Paketes. Das beinhaltete die Einbringung von Na+-Gegenionen,
um die Nettoladung des Systems zu neutralisieren sowie die Einlagerung der Struktur in
eine Wasserbox mit periodischen Randbedingungen. Diese bestand aus Wassermolekülen,
die durch das TIP3P-Modell beschrieben wurden [149]. Die Geometrie der Box entsprach
einem abgestumpften Oktaeder. Der Abstand zwischen der äußeren Grenze und der
Proteinoberfläche betrug 8 A˚. Für die gesamten Berechnungen wurde der Wirkbereich
für nicht-kovalente Interaktionen auf 10 A˚ eingeschränkt. Vor der eigentlichen Simulation
wurde das lokale Energieminimum des Systems bestimmt. Diese Energieminimierung
erfolgte in zwei Etappen. In der ersten Etappe wurde die Wasserbox äquilibriert. Das
Protein wurde dabei mit einer Kraftkonstante von 500 kcal/mol · A˚2 bei seinen initialen
Koordinaten festgehalten. In der zweiten Etappe erfolgte die Energieminimierung des
gesamten Systems. In beiden Etappen wurden das erste Viertel der Minimierungsschritte
mit der „steepest descent“-Methode durchgeführt. Die verbliebenen Minimierungsschritte
erfolgten unter Verwendung der „conjugate gradient“-Methode. Die Integrationsschritte
der Simulation besaßen eine Länge von 2 fs. Die X-H-Einfachbindungen der Moleküle
wurden durch den SHAKE-Algorithmus als starre Bindungen behandelt [150], um die
Komplexität des Systems herabzusetzen und die Zahl der Integrationsschritte erhöhen
zu können. Die Berechnung der elektrostatischen Wechselwirkungen erfolgte durch die
„Particle Mesh Ewald“-Methode [151]. Der erste Teil der Simulation bestand darin,
die Temperatur des Systems einzustellen. Innerhalb einer Simulationszeitspanne von
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100 ps wurde die Temperatur bei konstantem Volumen von 0 K auf 300 K erhöht. Das
Protein wurde dabei bei seinen initialen Koordinaten mit einer Kraftkonstante von
10 kcal/mol · A˚2 gehalten. Diese Einstellung erfolgte durch die Methode der Langevin-
Dynamik [152] bei einer Kollisionsfrequenz von 1 ps-1 und einem zufälligen Startwert für
die Randomisierung der Bewegungsvektoren. Anschließend wurde innerhalb von 400 ps
bei Variation des Volumens der Systemdruck auf 1 bar äquilibriert. Die freie Simulati-
on erfolgte unter Beibehaltung des Volumens und dauerte 6 ns. Danach erfolgte eine
Energieminimierung der Struktur für die Auswertung des Bindungsmodus des Liganden.
Die Trajektorien wurden mit ptraj aus dem AmberTools 11-Paket sowie VMD 1.9.1
(Visual Molecular Dynamics) [105] ausgewertet.
4.2 Molekularbiologische Methoden
Alle praktischen Arbeiten wurden in Anlagen der Sicherheitsstufe S1 bzw. S2 für gen-
technisches Arbeiten durchgeführt. Die für mikro- und molekularbiologische Arbeiten
verwendeten hitzestabilen Lösungen und Verbrauchmaterialien, sowie Kultivierungsgefäße
wurden für 20 min bei einer Temperatur von 121℃ und einem Dampfdruck von 1,2 bar
autoklaviert. Außerdem wurde für molekularbiologische Arbeiten steriles und entsalztes
Wasser aus einer Reinstwasseranlage (Millipore) verwendet.
4.2.1 Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur selektiven, zyklischen Ver-
vielfältigung von DNA-Fragmenten in vitro. Die Selektivität wird gesteuert durch die
Auswahl spezifischer, einzelsträngiger DNA-Oligomere (Primer). Diese müssen komple-
mentär zu einem Bereich der Ziel-DNA sein, auf verschiedenen Strängen binden und in
einem Abstand zueinander hybridisieren, der durch die verwendete DNA-Polymerase in
einem Schritt synthetisiert werden kann. Das Aufschmelzen der DNA erfolgt physikalisch
durch Erhitzen auf 94℃, weshalb die Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase
für die Strangneusynthese üblich ist [153]. Diese Methode wurde verwendet, um die Liga-
tion von Inserts in Vektoren zu überprüfen und um, in modifizierter Form, verschiedene
Techniken der Mutagenese durchzuführen.
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4.2.1.1 Kolonie-PCR
Nach der Transformation von E. coli Zellen (vgl. 4.3.2) mit Plasmidkonstrukten aus einer
Ligationsreaktion (vgl. 4.2.3.2) erfolgte die Überprüfung, ob das Gen erfolgreich in den
Vektor ligiert wurde. Für eine Kolonie-PCR wurden Zellen mit einem sterilen Zahnstocher
direkt in einen PCR-Ansatz gegeben. Zur Sicherung der überprüften Kolonie erfolgte ein
Abstrich auf einer neuen LB-Agar-Platte mit entsprechendem Selektionsantibiotikum.
Während des ersten Denaturierungsschrittes wird die DNA aus den Zellen freigesetzt und
dient als Matrize für die PCR-Reaktion. Die eingesetzten Primer sind spezifisch für die
Bereiche auf dem Plasmid, welche die Insertationsposition flankieren. Bei erfolgreicher
Ligation der Ziel-DNA wird diese mit amplifiziert und es wird ein DNA-Fragment gebildet,
welches in etwa die Länge des entsprechenden Gens besitzt. Die Reaktionskomponenten
sowie das verwendete Temperaturprogramm sind im Folgenden aufgelistet:
PCR-Ansatz (20 µl): Temperaturprofil:
2µl FIREPol®-Puffer (B) (10x konz.) 2 min 94℃
2µl MgCl2 (25 mM) 20 s 94℃ 0,4µl dNTPs (je 10 mM) 20 s 55℃ 30 Zyklen
2µl Primer 1 (2,5µM) 100 s 72℃
2µl Primer 2 (2,5µM) 5 min 72℃
0,2µl FIREPol®-Polymerase (5 U/µl)
Das Ergebnis der Reaktion wurde mit einer Agarose-Gel-Elektrophorese analysiert
(vgl. 4.2.2.1).
4.2.1.2 Sättigungsmutagenese
Die Sättigungsmutagenese wurde verwendet, um einen Satz von Mutanten für einzelne
Positionen zu erzeugen. Dabei kam das Prinzip der Overlap-Extension-PCR zum Ein-
satz [154]. Als Matrize wurde die Variante F255L des AcAPA-Gens verwendet. Diese
Variante verfügt über eine verbesserte Löslichkeit und wurde von der c-LEcta GmbH
in vorhergehenden Experimenten gefunden. Von dieser Matrize wurde zunächst in zwei
separaten PCR-Ansätzen (Mutations-PCR) jeweils ein Fragment stromaufwärts bzw.
stromabwärts der zu verändernden Position erzeugt (siehe Abb. 4.2). Die Sequenzen
der mittelständigen Primer überlappten sich stromaufwärts, d. h. in Leserichtung vor
der Mutation, und waren revers komplementär zueinander (vgl. 3.8). Einer der Ansätze
enthielt einen degenerierten Primer für alle 20 proteinogenen Aminosäuren (NNK Codon;
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N = A, C, G oder T; K = G oder T) an den entsprechenden Positionen. Im Anschluss
an die Mutations-PCR erfolgte eine präparative Gelektrophorese (vgl. 4.2.2.3), um das
Matrizen-Plasmid weitestgehend zu entfernen. Zusätzlich wurde ein Verdau mit dem Re-
striktionsenzym DpnI durchgeführt. DpnI spaltet spezifisch methylierte GATC-Sequenzen
(5´-Gm6ATC-3´) [155]. Die Methylierung erfolgt bei der DNA-Synthese innerhalb von E.
coli des Genotyps dam+ und ist somit nur auf den Matrizen-Plasmiden zu finden. Dafür
wurden zu 50 µl des Eluates, 6µl Tango Puffer (10x konz.), 1 µl DpnI (10 U/µl) und 3 µl
destilliertes Wasser gegeben. Die Inkubation erfolgte für 2 h bei 37℃. Als Positivkontrolle
wurde ein Ansatz mit 200 ng Matrizen-Plasmid vorbereitet. Die Reaktion wurde durch
Denaturieren des Restriktionsenzyms gestoppt, in dem der Ansatz bei 80℃ für 20 min
inkubiert wurde. In einem anschließenden PCR-Ansatz (Verbund-PCR) hybridisierten
die beiden Fragmente, wurden vervollständigt und durch die beigefügten endständigen
Primer weiter amplifiziert. Die Reaktionsansätze sind im Folgenden aufgelistet:
Mutations-PCR-Ansatz (100 µl): Temperaturprofil:
20µl Phusion®-Puffer (HF) (5x konz.) 1 min 98℃
2µl dNTPs (je 10 mM) 20 s 98℃ 10µl Primer 1 (2,5µM) 20 s 53℃ 30 Zyklen
10µl Primer 2 (2,5µM) 2 min 72℃
0,5µl Phusion®-Polymerase (2 U/µl) 5 min 72℃
1µl Matrizen-DNA (5 ng/µl)
Verbund-PCR-Ansatz (100 µl): Temperaturprofil:
20µl Phusion®-Puffer (HF) (5x konz.) 1 min 98℃
2µl dNTPs (je 10 mM) 20 s 98℃ 10µl Primer 1 (2,5µM) 20 s 53℃ 30 Zyklen
10µl Primer 2 (2,5µM) 2 min 72℃
0,5µl Phusion®-Polymerase (2 U/µl) 5 min 72℃
100 fmol DNA-Fragment 1
100 fmol DNA-Fragment 2
4.2.1.3 Ortsgerichtete Mutagenese
Da die Sättigungsmutagenese zufallsbasiert ist und in den folgenden Sequenzierungen
nicht alle möglichen 20 Aminosäureaustausche identifiziert werden konnten, wurden für
einige besonders interessante Positionen die verbliebenen Varianten einzeln hergestellt.
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WT Gen
1. Fragment
2. Fragment
1. Reaktion (Mutations-PCR)
2. Reaktion (Verbund-PCR)
1. Fragment 2. Fragment
mutiertes Gen
Abbildung 4.2: Erzeugung einer Genmutation (rot). Es werden in zwei separaten PCR-
Ansätzen mit jeweils einem Primerpaar (blau, cyan bzw. magenta, grün) zwei Fragmente
erzeugt, von denen eines die Mutation trägt. Die Fragmente hybridisieren in einer zweiten
Reaktion, werden dort verlängert und dienen als Matrize für die Amplifikation der mutierten
Variante mit den endständigen Primern (blau, grün).
Dafür wurde eine ortsgerichtete Mutagenesemethode verwendet, die auf der Methode
des Quikchange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kits von Stratagene (La Jolla, USA)
basiert. Diese Methode ermöglicht es, mit nur einem Primer Mutationen in ein Gen
einzuführen und das neue Plasmid ohne weitere Klonierungsschritte für die Transformati-
on zu verwenden. Der Mutagenese-Primer bindet dabei nach dem Denaturierungschritt
an das Matrizen-Plasmid und wird anschließend durch eine DNA-Polymerase mit einer
Korrekturlese-Funktion um das gesamte Plasmid verlängert. Trifft die Polymerase auf
einen bestehender Doppelstrangbereich fällt sie ab. Durch die zusätzlich eingesetzte
DNA-Ligase wird der Ring geschlossen. Es findet somit nur eine lineare Amplifikation
statt. Folgender Ansatz und folgendes Temperaturprofil wurden verwendet:
QuikChange®-Ansatz (25 µl): Temperaturprofil:
1,25µl Pfu-Pol-Puffer (10x konz.) 2 min 95℃
1,25µl Taq-Ligase-Puffer (10x konz.) 20 s 95℃ 0,5µl dNTPs (je 10 mM) 30 s 55℃ 30 Zyklen
2µl Primer (2,5µM) 10 min 65℃
0,5µl Pfu-Polymerase (2,5 U/µl) 5 min 65℃
0,25µl Taq-Ligase (40 U/µl)
5µl Plasmid-DNA (5 ng/µl)
Nach der Reaktion erfolgte eine Inkubation mit dem Restriktionsenzym DpnI, um
das Matrizen-Plasmid abzubauen. Dazu wurde 2 µl DpnI (10 U/µl) direkt in den Ansatz
gegeben und für 1 h bei 37℃ inkubiert. Als Kontrolle diente ein Mutagenese-Ansatz ohne
DNA-Polymerase. Um die Plasmide von den Ionen in dem Reaktionsansatz abzutrennen,
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wurde eine Fällung mit Ethanol durchgeführt (vgl. 4.2.2.5). Anschließend erfolgte die
Transformation eines E. coli Stamms (vgl. 4.3.2). Zur Kontrolle der Transformation
wurden die Plasmide aus einer Kultur (vgl. 4.3.1) des transformierten Stammes isoliert
(vgl. 4.2.2.4) und durch Sequenzierung validiert (vgl. 4.2.4).
4.2.2 Reinigung und Analyse von Nukleinsäuren
4.2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-Färbung
TAE-Puffer: Ethidiumbromid-Färbelösung:
40 mM Tris 2 µg/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer
20 mM Essigsäure
1 mM EDTA
Die Agarose-Gelelektrophorese diente zum Auftrennen von Nukleinsäurefragmenten
nach ihrem Molekulargewicht bzw. ihrer Länge. Zur Analyse der Gele musste die DNA mit
Hilfe von Farbstoffen sichtbar gemacht werden. Diese Methode wurde eingesetzt, um das
Ergebnis von PCR-Reaktionen zu analysieren oder um DNA-Fragmente aus Gemischen
abzutrennen. Für die Einschätzung der Fragmentgrößen wurde ein Größenstandard
verwendet (vgl. 3.7). Zunächst wurde eine 0,8 % Lösung von Agarose in TAE-Puffer
(w/v) auf 65℃ erhitzt und in eine vorbereitete Gelelektrophoresekammer gegossen.
Zum Ausformen der Probentaschen wurde ein Kamm eingesetzt. Nach Erstarren des
Agarosegels erfolgte das Befüllen der Kammer mit TAE-Puffer bis das Gel vollständig
bedeckt war. Anschließend wurde der Probenkamm entnommen und die im Verhältnis
1:6 mit 6X DNA Loading Dye der Firma Fermentas (Vilnius, LT) vorbereitete DNA-
Lösung in die Taschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Feldstärke von
10 V/cm. Nach der Elektrophorese wurde das Gel in einer Ethidiumbromidlösung für
15 min inkubiert. Dieser Farbstoff interkaliert zwischen Nukleotiden der DNA und reichert
sich dort an. Die Fluoreszenz erfolgt bei Bestrahlung mit UV-Licht einer Wellenlänge von
302 nm in einem Transilluminator. Für die Präparation wurden die gewünschten Banden
mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und die enthaltenden DNA-Fragmente
gereinigt (vgl. 4.2.2.3).
4.2.2.2 Reinigung von PCR-Produkten
Die Präparation von Produkten aus PCR-Reaktionen, wie z. B. aus der Sättigungs-
mutagenese als Vorbereitung für die Ligation, wurden mit dem Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System von Promega (Madison, USA) (vgl. 3.2) nach Angaben des
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Herstellers durchgeführt. Hochmolekulare DNA wie PCR-Produkte binden an die Anio-
nenaustauschmatrix der mitgelieferten Säulen, während Primer, Puffersalze und Enzyme
weggewaschen werden. Die Elution erfolgte mit 45µl Milli-Q-H2O.
4.2.2.3 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen
Die Extraktion von DNA aus dem ausgeschnittenen Gelen wurde mit dem kommerziellen
Reinigungskit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System von Promega (Madison, USA)
(vgl. 3.2) nach Herstellerangaben durchgeführt. Zunächst wurde das Gewicht der Agaro-
sefragmente bestimmt. Anschließend wurden die Fragmente mit einem entsprechenden
Volumen Bindepuffer bei 65℃ geschmolzen. Die Reinigung erfolgte durch die Bindung
an die mitgelieferten Anionenaustauschersäulen. Es wurde mit 45 µl Milli-Q-H2O eluiert.
4.2.2.4 Präparation von Plasmid-DNA
Die Gewinnung von Plasmiden aus Kulturen von transformierten Zellen war der vor-
bereitende Schritt für die Sequenzierung des eingebrachten Gens. Diese erfolgte unter
Verwendung des PureYield™ Plasmid Miniprep Systems von Promega (Madison, USA)
(vgl. 3.2). Die Reinigung wurde nach Angaben des Herstellers und unter Verwendung
der beigefügten Lösungen durchgeführt. Nach dem Abtrennen einer Zellkultur von dem
Medium durch Zentrifugieren (vgl. 4.3.4) erfolgte die Resuspension in einem alkalischen
Lysepuffer. Unmittelbar darauf wurde dieser neutralisiert und die unlöslichen Zellbestand-
teile wurden durch Zentrifugation entfernt. Die Plasmid-DNA wurde anschließend durch
eine Anionenaustauschsäule von dem Lysat abgetrennt. Nach dem Waschen erfolgte die
Elution mit 45µl Milli-Q-H2O.
4.2.2.5 Ethanolfällung
Die mit der ortsgerichteten Mutagenese synthetisierten Plasmide (vgl. 4.2.1.3) wurden
mit einer Ethanolfällung von Puffersalzen befreit. Dafür wurde zu einem Volumen von
20µl der DNA-Lösung 1µl Hefe-tRNA als inerter Träger hinzugegeben. Dies sollte die
Präzipitation bei geringen DNA Mengen verbessern. Weiterhin wurden 50 µl eisgekühltes
Ethanol (98 %, (v/v)) sowie 0,5 µl Dextranblau zur besseren Identifizierung des DNA-
Pellets hinzugefügt. Der Ansatz wurde durchmischt und bei −20℃ für 1 h inkubiert.
Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 15 min bei 16 000 g und einer Temperatur
von 4℃. Danach wurde der Überstand abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde
mit eisgekühltem Ethanol (70 %, (v/v)) gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation
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unter den gleichen Bedingungen und der Abnahme des Überstandes wurde das Pellet an
der Luft getrocknet und in 5µl Milli-Q-H2O aufgenommen.
4.2.2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen
Die Bestimmung der Konzentration doppelsträngiger DNA erfolgte durch die Messung
der Extinktion (E) von Licht mit einer Wellenlänge von 260 nm in einer Quarzglasküvette
mit einer Schichtdicke von 1 cm. Unter Verwendung der Gleichung (4.2) erfolgte die
Berechnung der Massenkonzentration (c) unter Berücksichtigung eines spezifischen Faktors
von 50, da eine Extinktion von eins einer Konzentration an doppelsträngiger DNA von
50 µg/ml entspricht. Für die Berechnung der molaren Konzentration wurde für die
durchschnittliche Masse eines Basenpaars ein Wert von 660 g/mol zugrunde gelegt.
c [ng/µl] = (E260 − E320) · 50 [ng/µl] (4.2)
4.2.3 Klonierung
Die Integration einer bestimmten DNA-Sequenz, üblicherweise ein Protein-kodierendes
Gen, in ein Plasmid wird als Klonierung bezeichnet. Das in der Sättigungsmutagenese
veränderte, Aminotransferase-kodierende Gen wurde so in das „leere“ Plasmid pRSF-1b,
den Vektor, eingebracht (vgl. 4.2.1.2). Das Plasmid ist die einfachste Form, ein fremdes
Gen in einem Mikroorganismus zu stabilisieren und zu exprimieren. Die Klonierung
besteht im Wesentlichen aus dem Schneiden des Inserts und des Plasmids mit geeigneten
Restriktionsenzymen, der Reinigung der Fragmente und deren Ligation. Mit dem ligierten
Plasmid werden vorbereitete Bakterienzellen transformiert (vgl. 4.3.2), und anhand des
Selektionsgens, welches Teil des Vektors ist, selektiert. Im Folgenden sind die einzelnen
Schritte detailliert beschrieben.
4.2.3.1 Restriktionsspaltung von DNA
Das AcAPA-Gen aus der Sättigungsmutagenese (vgl. 4.2.1.2) und der Zielvektor wurden
zunächst in separaten Ansätzen mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten. Der
Zweck war die Erzeugung von komplementären Enden an den beiden DNA-Strängen.
Restriktionsenzyme erkennen definierte Sequenzen in der DNA. Im Gegensatz zu so-
genannten „outside-cuttern“, schneiden die verwendeten Restriktionsenzyme die DNA
innerhalb einer palindromischen Erkennungssequenz. Erzeugt der Schnitt einzelsträngige
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Enden, was von dem individuellen Enzym abhängt, sind die Schnittstellen dieses Re-
striktionsenzmys von verschiedenen DNA-Strängen komplementär zueinander. Das Insert
und der Vektor sind dadurch in der Lage, sich durch Hybridisierung der Schnittstellen
miteinander zu verbinden. Die jeweiligen Enden wurden mit unterschiedlichen Restrikti-
onsenzymen geschnitten, wodurch Enden mit verschiedenen Sequenzen erzeugt wurden.
Das verhinderte auf der einen Seite, dass die DNA-Moleküle von Vektor bzw. Insert
mit sich selbst zu ringförmigen Strukturen hybridisieren, auf der anderen Seite wurde
so die Orientierung des Inserts innerhalb des Vektors festgelegt. Das Startcodon des
Gens wurde damit an den Erkennungssequenzen von Promoter und Ribosomenbindestelle
auf dem Vektor ausgerichtet. Die Reaktion erfolgte im 160µl Ansatz. Es wurden 3,5 µg
Vektor-DNA sowie die gesamte gereinigte Insert-DNA aus der Sättigungsmutagenese
eingesetzt. Die verwendeten Restriktionsenzyme HindIII und NcoI wurden mit dem vom
Hersteller gelieferten Puffer verwendet. Im Ansatz mit der Vektor-DNA wurde zusätzlich
alkalische Phosphatase zur Dephosphorylierung eingesetzt, um eine Religation einfach
geschnittener DNA zu verhindern. Die Reaktion erfolgte über Nacht bei 37℃ und wurde
anschließend durch Denaturierung der Enzyme gestoppt. Dafür erfolgte eine Inkubation
bei 80℃ für 20 min. In weiteren Schritten wurden die Produkte durch ein präparatives
Agarose-Gel (vgl. 4.2.2.1 und 4.2.2.3) gereinigt und ligiert (vgl. 4.2.3.2).
4.2.3.2 Ligation von DNA
Die Hybridisierung und Verknüpfung von Insert und Vektor erfolgte in der Ligationsreak-
tion. Für die Verknüpfung der Phosphatgruppe auf der 5’-Seite der Einzelstränge und der
3’-Hydroxylgruppe der Desoxyribose wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. Damit die
an der Reaktion beteiligten Vektormoleküle möglichst vollständig mit der Insert-DNA
hybridisieren, wurde das Insert mit der dreifachen molaren Konzentration eingesetzt. Die
Komponenten des verwendeten Ansatzes sind im Folgenden aufgelistet:
Ligations-Ansatz (20 µl):
2µl Ligase-Puffer (10x konz.)
200 fmol Vektor-DNA
600 fmol Insert-DNA
1µl T4-DNA-Ligase (5 U/µl)
Stand nicht genug Insert-DNA zur Verfügung, wurde die molare Menge unter Berück-
sichtigung des Mengenverhältnisses zwischen Vektor-DNA und Insert-DNA reduziert.
Die Ansätze wurden für 6 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inaktivierung der Ligase
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erfolgte bei 65℃ für 15 min. Das Ligationsprodukt wurde direkt für die Transformation
verwendet (vgl. 4.3.2).
4.2.4 Sequenzierung von DNA
Zur Überprüfung der in den verschiedenen Mutageneseverfahren erzeugten Varianten
wurde das AcAPA-Gen sequenziert. Dies erfolgte durch den externen Dienstleister MWG
Eurofins (Ebersberg, D). Als Ausgangsprodukt wurde gereinigtes Plasmid (vgl. 4.2.2.4)
aus den jeweiligen Kulturen verwendet. Die Auswertung der Daten wurde mit der Software
BioEdit durchgeführt [99].
4.3 Mikrobiologische Methoden
4.3.1 Kultivierung und Lagerung von E. coli
Die Kultivierung von E. coli zum Zweck der Gewinnung von Plasmiden erfolgte in 3 ml LB-
Medium (vgl. 3.4). Dazu wurde das Medium entweder durch Abstrich von Einzelklonen auf
Agarplatten oder mit 4 µl Glycerol-Dauerkulturen angeimpft. Als Selektionsantibiotikum
wurde Kanamycin in einer Konzentration von 50µg/ml eingesetzt. Die Inkubation erfolgte
bei 37℃ über Nacht im Schüttler (200 UpM). Langfristig haltbare Kulturen wurden mit
1/3 Volumen Glycerol (60 %, (v/v)) versetzt und bei −80℃ gelagert.
4.3.2 Herstellung rekombinanter E. coli Stämme durch
Elektroporation
Bei der Transformation von Zellen werden diese zur Aufnahme von Fremd-DNA angeregt.
Das Einbringen von Plasmid-Konstrukten ermöglicht die Replikation und Expression von
Genen in der entsprechenden Wirtszelle. Für die Replikation von Plasmiden ist zum Teil
der E. coli-Stamm DH10B zum Einsatz gekommen. Die Expression des AcAPA-Gens
und seiner Varianten fand in E. coli BL21(DE3) statt (vgl. 3.6). Bei der Methode der
Elektroporation wird die Zellwand und Zellmembran der Zellen durch kurze Stromstöße
mit hoher Spannung perforiert, ohne diese vollständig abzutöten. Dadurch kann in Lösung
befindliche DNA in die Zelle diffundieren. Ein erhöhter Salzgehalt der DNA-Lösung kann
dabei durch die resultierende erhöhte Leitfähigkeit zu einem Kurzschluss führen [156].
Die für die Elektroporation kompetenten Zellen wurden von der c-LEcta GmbH zur Ver-
fügung gestellt. Ein 70 µl Aliquot wurde zunächst auf Eis aufgetaut. Nach dem Hinzufügen
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von 2µl Plasmid-DNA wurde der Ansatz 1 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde
der Ansatz luftblasenfrei in eine gekühlte Elektroporationsküvette (−20℃) überführt.
Nach dem Einspannen in den Elektroporator erfolgte der Stromstoß mit folgenden für
die jeweiligen E. coli-Stämme angepassten Werten:
Stamm Spannung [kV] Widerstand [Ω] Kapazität [µF]
DH10B 2 200 25
BL21(DE3) 1,38 125 50
Unmittelbar danach wurde der Ansatz in 1 ml auf 37℃ vortemperiertes SOC-Medium
überführt. Zur Regeneration erfolgte eine Inkubation bei 37℃ für eine Stunde in einem
Schüttler (200 UpM). Anschließend wurden 100 µl des Transformationsansatzes auf LBKan-
Agarplatten ausgestrichen. Nach der Inkubation über Nacht bei 37℃ wurden Einzelklone
von den Platten isoliert und in LB-Medium angezogen. Parallel dazu erfolgte eine
Validierung der Inserts durch eine Kolonie-PCR (vgl. 4.2.1.1). Im Falle von Mutanten
wurden zusätzlich die Plasmide isoliert und das Insert sequenziert (vgl. 4.2.2.4 und 4.2.4).
4.3.3 Rekombinante Proteinexpression
Zur Produktion der rekombinanten AcAPA und ihrer Varianten kam ein T7-Expressi-
onssystem zum Einsatz. Der verwendete Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) enthält
dafür den Prophagen λDE3 in seinem Genom. Zu diesem gehört das Gen für die T7-
RNA-Polymerase mit einem Laktose induzierbaren Promoter. Rekombinante Plasmide
mit T7-Promoter werden zunächst nicht exprimiert, da der Repressor LacI den Operator
LacO blockiert. Außerdem wird die Expression sowohl durch den Mangel an T7-RNA-
Polymerase, als auch durch einen zusätzlichen lac-Operator für das rekombinante Gen
verhindert. Der Start der Expression erfolgt erst durch das Laktose-Analogon Isopropyl-
β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG), welches den LacI-Repressor vom Operon löst, die
Expression der T7-RNA-Polymerase einleitet und so die Expression des rekombinanten
Plasmidgens ermöglicht.
4.3.3.1 Expression im Einzelansatz
Expressionskulturen des E. coli-Stammes BL21(DE3) wurden in ZYM505-Medium ange-
zogen (vgl. 3.4). Zunächst wurde eine Vorkultur von 3 ml ZYM505-Medium mit 4µl aus
dem entsprechenden Glycerolstock angeimpft und bei 37℃ in einem Schüttler (200 UpM)
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über Nacht inkubiert. Zur Bestimmung der optischen Dichte der Vorkultur wurde die
Kultursuspension im Verhältnis 1:20 in Medium verdünnt und die Extinktion in einer
Einwegküvette bei 600 nm im Photometer gemessen. Für die Hauptkultur wurden die
Medien mit Vorkultur auf eine optische Dichte von 0,1 angeimpft. Es erfolgte zunächst
ein Inkubation für 2 h bei 37℃ im Schüttler (200 UpM). Danach wurde der Kultur
IPTG für eine Endkonzentration von 0,1 mM hinzugegeben, um die Transkription in
dem T7-Transkriptionssystem einzuleiten. Anschließend wurde die Inkubation bei 30℃
und 200 UpM über Nacht fortgesetzt. Nach der Expression und der Zellernte erfolgte
entweder direkt der Enzymassay (vgl. 4.5) oder zunächst der Zellaufschluss (vgl. 4.3.4).
4.3.3.2 Expression im Parallelansatz
Für die Durchmusterung der AcAPA-Varianten, die mit der Sättigungsmutagenese (vgl.
4.2.1.2) erstellt wurden, erfolgte die Expression in der gleichen Weise im Plattenformat in
Deep-Well-Platten mit 96 Kavitäten. Die Vorkulturen wurden in 400 µl Medium angesetzt
und über Nacht bei 37℃ im Schüttler bei 1000 rpm inkubiert. Um die optische Dichte der
Vorkulturen zu bestimmen, wurde der Durchschnitt der OD aus drei Kavitäten ermittelt.
Die Hauptkulturen wurden in einem Volumen von 1 ml angesetzt.
4.3.4 Zellaufschluss
Für die Reinigung und Aktivitätsbestimmung des exprimierten Enzyms wurden die
Zellen der Expressionskultur (vgl. 4.3.3) zunächst geerntet und dann aufgeschlossen. Die
Zellernte erfolgte durch Zentrifugation bei 3000 g für 10 min. Die Zellen im gewonnenen
Pellet wurden mit einer der im Folgenden beschriebenen Methoden aufgeschlossen. Diese
Methoden basieren auf der Zerstörung von Zellmembran und Zellwänden durch chemische
oder physikalische Verfahren.
4.3.4.1 Zellaufschluss unter Verwendung von Detergenzien
Der Zellaufschluss mit Hilfe von Detergenzien wurde bei kleinen Volumina insbesondere in
parallelen Ansätzen verwendet. Bei dem Verfahren werden die Zellwände durch Lysozym
abgebaut und die Zellmembran durch das Detergenz in der verwendeten CelLytic™ B
Reagenz aufgelöst. Die eingesetzte DNase I soll die hochmolekulare DNA abbauen. Die
für den Lyseansatz verwendeten Reagenzien und ihre Konzentrationen sind im Folgenden
aufgelistet:
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Lysepuffer:
50 mM Kaliumphosphat (pH 7,4)
100 µM Pyridoxal-5’-phosphat
1x konz. CelLytic™ B Reagenz
0,1 mg/ml Lysozym
0,1 mg/ml DNaseI
Mit dieser Lösung wurde zunächst das bei der Zellernte gewonnene Zellpellet resus-
pendiert. Anschließend wurde der Ansatz bei 37℃ für 15 min im Schüttler (200 UpM)
inkubiert. Die Suspension wurde danach bei 3000 g für 20 min zentrifugiert, um die un-
löslichen Zellbestandteile sowie nicht lysierte Zellen abzutrennen. Der Überstand wurde
abgenommen und für Aktivitätsassays verwendet (vgl. 4.5).
4.3.4.2 Zellaufschluss mit Hilfe von Druck
Als Vorbereitung für eine Reinigung von Enzymen wurde eine rein physikalische Me-
thode des Zellaufschlusses verwendet. Dadurch sollte verhindert werden, dass zusätzlich
eingebrachte Reagenzien die weiteren Reinigungsschritte negativ beeinflussen. Bei diesem
Verfahren werden die Zellen einem hohen Druck ausgesetzt. Dies führt in den Zellen zu ei-
ner Anpassung des Innendrucks. Erfolgt nun ein kontrollierter Auslass der Zellsuspension
aus der Druckkammer, zerplatzen diese durch die Druckdifferenz. Zusätzlich führen die
entstehenden Scherkräfte zu einer Degradation hochmolekularer DNA-Stränge. Die geern-
teten Zellen wurden zunächst in Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,4) resuspendiert
und in den Druckzylinder einer French Pressure Cell (FrenchPress) überführt. Der Auslass
erfolgte unter einem Druck von 100 MPa (1000 bar) und wurde dreimal hintereinander
durchgeführt. Die Abtrennung der unlöslichen Bestandteile erfolgte durch Zentrifugation
bei 16 000 g für 30 min. Anschließend erfolgte die Reinigung des AcAPA-Enzyms (vgl.
4.4.1).
4.4 Proteinchemische Methoden
4.4.1 Proteinreinigung
4.4.1.1 Ammoniumsulfatfällung
Durch Ammoniumsulfatfällung wurde die Proteinfraktion aus dem Zelllysat (vgl. 4.3.4.2)
abgetrennt, welche den Großteil der exprimierten AcAPA enthielt. Alle Lösungen ent-
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hielten 50 mM Kaliumphosphat, um einen konstanten pH von 7,4 einzuhalten, sowie
20µM des Cofaktors Pyridoxal-5’-phosphat, um die Stabilität des Enzyms zu verbessern
[31]. Zunächst wurde festes Ammoniumsulfat bis 70 % Sättigung zum Lysat gegeben. Es
erfolgte eine Inkubation für 1 h auf einem Schüttler (200 UpM). Anschließend wurde die
Suspension bei 16 000 g für 30 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes erfolgte
die Resuspension des Pellets mit 50 %iger Ammoniumsulfatlösung. Dann wurde eine
weitere Inkubation für 10 min auf einem Schüttler (200 UpM) durchgeführt. Anschließend
wurde die Suspension noch einmal bei 16 000 g für 30 min zentrifugiert. Im Anschluss
erfolgte eine Dialyse, um das Ammoniumsulfat aus der Lösung zu entfernen. Dazu wurden
jeweils 4–6 Proben mit einem Volumen von jeweils 15 ml in Dialyseschläuchen zweimal
über Nacht gegen 2,5 l Kaliumphosphatpuffer dialysiert.
4.4.1.2 Anionenaustauschchromatographie
Bindepuffer: Elutionspuffer:
50 mM Kaliumphosphat (pH 7,4) 50 mM Kaliumphosphat (pH 7,4)
20µM Pyridoxal-5’-phosphat 20 µM Pyridoxal-5’-phosphat
1 M Kaliumchlorid
Die Reinigung der AcAPA-Varianten erfolgte durch Anionenaustauschchromatographie.
Die verwendete Ionenaustauschsäule war eine HiTrap Q HP (1 ml) mit einer Trägermatrix
aus Sepharose. Diese ist mit quarternären Aminogruppen modifiziert und gehört zu
den starken Anionenaustauschern. Die Flussrate des Laufmittels in der verwendeten
FPLC-Anlage betrug konstant 1 ml/min. Nach der Äquilibrierung mit dem Bindepuffer
wurde die Proteinlösung aus der fraktionierten Ammoniumsulfatfällung (vgl. 4.4.1.1)
aufgetragen. Danach wurden Probenpumpe und Probenzuleitung mit 10 Säulenvolu-
mina Bindepuffer gespült und die Säule mit 5 Säulenvolumina gewaschen. Die Elution
erfolgte durch einen Gradienten mit Elutionspuffer bis zu einem Anteil von 33 % über
25 Säulenvolumina. Anschließend wurde die Säule mit 13 Säulenvolumina 100 %igem Elu-
tionspuffer gewaschen, um verbleibendes Protein vollständig von der Säule zu entfernen.
Die Proteinkonzentration im Durchfluss wurde durch die Messung der Extinktion von
Licht mit einer Wellenlänge von 280 nm verfolgt. Der Durchfluss wurde in 1 ml Fraktionen
gesammelt. Die Fraktionen mit der höchsten Konzentration des Zielproteins wurden
durch eine BCA-Konzentrationsbestimmung (vgl. 4.4.2.2) und einen Aktivitätsassay (vgl.
4.5.1) bestimmt und vereint. Die Lagerung der Proteinlösungen erfolgte bei 4℃.
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4.4.2 Proteinanalytik
4.4.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Trenngel: Sammelgel:
375 mM Tris-HCl (pH 8,8) 125 mM Tris-HCl (pH 6,8)
12 % Acryl-/N,N’-Bismethylenacryl-
amid (w/v)
5 % Acryl-/N,N’-Bismethylenacryl-
amid (w/v)
0,1 % SDS (w/v) 0,1 % SDS (w/v)
0,1 % APS (w/v) 0,1 % APS (w/v)
0,04 % TEMED (v/v) 0,05 % TEMED (v/v)
Laufpuffer: Probenpuffer:
25 mM Tris 125 mM Tris-HCl (pH 6,8)
250 mM Glycin 0,02 % Bromphenolblau (w/v)
0,1 % SDS 4 % SDS (w/v)
20 % Glycerol (v/v)
5 % β-Mercaptoethanol (v/v)
Die analytische Trennung von Proteinlösungen erfolgte durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit einem diskontinuierlichen Gelsystem [157]. Die
Acrylamidkonzentration des Sammelgels betrug 5 %, die des Trenngels 12 %. Es wurden
3µg Gesamtprotein je Tasche in einem Volumen von 20µl aufgetragen. Die zu analysie-
renden Proben wurden zuvor in einem Verhältnis von 1:1 mit Probenpuffer vermengt und
für 10 min bei 95℃ denaturiert. Für die Abschätzung des Molekulargewichtes wurden
10 µl eines Proteinstandards (siehe 3.2) als Vergleichsprobe aufgetragen. Die Elektro-
phorese wurde mit einer Stromstärke von 15 mA während des Laufes der Proben durch
das Sammelgel sowie 30 mA für den Lauf durch das Trenngel durchgeführt. Nachdem
die Bromphenolblaufront das Gel verlassen hatte, wurde die Elektrophorese beendet
und das Gel gewaschen. Dazu wurde das Gel in 100 ml destilliertem Wasser dreimal
für jeweils eine Minute in der Mikrowelle erhitzt und anschließend für 4 min auf einem
Schwenker bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Gel in PageBlue™ Protein
Färbelösung für 20 s in der Mikrowelle erhitzt und für 2 h auf einem Schwenker inkubiert.
Die Entfärbung erfolgte durch Schwenken in destilliertem Wasser über Nacht.
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4.4.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Lösung A: Lösung B:
10 g/l Bicinchoninsäure-dinatriumsalz 40 g/l Kupfersulfat-pentahydrat
20 g/l Na2CO3
1,6 g/l di-Natriumtartrat-dihydrat
4 g/l NaOH
9,5 g/l NaHCO3
Gereinigte Enzyme wurden mit der Bicinchoninsäure-Methode quantifiziert. Diese
Methode basiert auf dem Nachweis von einwertigen Kupferionen (Cu+) durch Bicin-
choninsäure. In alkalischer Lösung werden durch Proteine zweiwertige Kupfer-Ionen
zu einwertigen reduziert. Diese Cu+-Ionen bilden mit Bicinchoninsäure einen violetten
Komplex mit einem Absorptionsmaximum von 562 nm. Die Intensität der Farbe ist von
der Inkubationstemperatur und -dauer abhängig [158].
Als Kalibrierungsstandard wurde Rinderserumalbumin (BSA) in Konzentrationen von
0,1 bis 1 mg/ml verwendet. Die Bestimmung erfolgte in Mikrotiterplatten. Zur Vorberei-
tung wurde die Färbelösung aus 50 Teilen der Lösung A und einem Teil der Lösung B
hergestellt. Anschließend wurden 10µl Proteinlösung mit 200 µl Färbelösung gemischt
und für 30 min bei 37℃ im Schüttler inkubiert. Nach einer Abkühlzeit von 5 min erfolgte
die Messung der Extinktion bei 562 nm in einem Plattenphotometer. Die Datenaufnahme
von Standard und Proben erfolgte in drei Parallelansätzen. Der Proteingehalt wurde
anhand der Kalibrierungskurve bestimmt.
4.5 Enzymologische Methoden
4.5.1 Bestimmung der Transaminaseaktivität für
Methylbenzylamin
Reaktionsansatz:
50 mM Kaliumphosphat (pH 7,4)
100µM Pyridoxal-5’-phosphat
10 mM Pyruvat
10 mM Methylbenzylamin
1/10 v/v Enzym
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Die Aktivität von AcAPA konnte unter bestimmten Voraussetzungen spektrophoto-
metrisch gemessen werden. Eingesetzt wurde das aromatische Amin Methylbenzylamin.
Dieses Amin trägt die primäre Aminogruppe an dem Kohlenstoffatom, dass an den
aromatischen Ring gebunden ist. Diese Substanz besitzt durch den aromatischen Ring
ein intensives Absorptionsmaximum bei 210 nm. Bei der Transaminierung wird das
Amin auf Pyruvat übertragen. Aus dem aromatischen Amin wird dabei ein Keton. Das
Gleichgewicht dieser Reaktion liegt auf der Produktseite, weshalb die Reaktanden in
äquimolarer Menge eingesetzt wurden. Das entstandene aromatische Keton Acetophenon
besitzt eine Carbonylgruppe in Konjugation zum aromatischen Ring. Das führt zu einem
weiteren Absorptionsmaximum bei 2 70 − 300 nm im Vergleich zum Amin. Die Bildung
von Acetophenon wurde durch die Messung der Extinktion bei 300 nm verfolgt.
Für eine qualitative Einschätzung über das Vorhandensein von aktivem Enzym wurde
diese Reaktion im 96-Well-Format durchgeführt. Dafür wurden 15 µl Zellaufschlussextrakt
(vgl. 4.3.4.1) in die Wells einer Mikrotiterplatte vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe
des Reaktionsansatzes gestartet. Ausgewertet wurde der Anstieg der Extinktion pro
min (∆A/min). Als Schwellenwert für eine erfolgte Katalyse wurde das Dreifache des
durchschnittlichen Wertes der Negativkontrolle festgelegt.
Zur Messung der spezifischen Aktivität der gereinigten AcAPA-Lösung (vgl. 4.4.1)
wurde diese Reaktion in 1 ml-Quarzküvetten durchgeführt. Der Extinktionskoeffizient
von Acetophenon wurde durch eine Kalibrierung bestimmt. Nach Vorlegen von 900 µl
Reaktionslösung wurde die Reaktion durch Zugabe der Proteinlösung und anschließendes
Umrühren gestartet. Die Berechnung der spezifischen Aktivität erfolgte nach Gleichung
(4.4). Für die Konzentration der Proteinlösung wurden die Messungen nach der BCA-
Methode (vgl. 4.4.2.2) zugrunde gelegt. Es wurde der Durchschnitt von drei Replikaten
ausgewertet.
Gesamtaktivität [U ] = ∆E · VR
tR ·  · d (4.3)
spezifische Aktivität [U/mg] = Gesamtaktivität
cP · VP (4.4)
Symbole: ∆E Veränderung der Extinktion [−]
VR Reaktionsvolumen [ml]
tR Reaktionszeit [min]
 Extinktionskoeffizient [mM−1 · cm−1]
d Schichtdicke [cm]
VP Einsatzvolumen der Enzymlösung [ml]
cP Enzymkonzentration [mg/ml]
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4.5.2 Bestimmung der Transaminaseaktivität für Zielketone
Reaktionsansatz 1: Reaktionsansatz 2:
50 mM Kaliumphosphat (pH 7,4) 50 mM Kaliumphosphat (pH 7,4)
1 mM Pyridoxal-5’-phosphat 1 mM Pyridoxal-5’-phosphat
5 mM Keton 5 mM Keton
500 mM Isopropylamin 10 mM (S)-Methylbenzylamin
1/10 v/v Enzym 1/10 v/v Enzym
Einige der Testsubstrate lagen nur als Ketone vor. Bei der Aminierung dieser Substanzen
entsteht keine Verschiebung in den Absorptionsspektren. Daher wurde für die Messung der
spezifischen Aktivität des Enzyms bei der Umsetzung dieser Substanzen die Reaktion in
parallelen Ansätzen durchgeführt. Die Reaktion wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten
gestoppt und anschließend die Produkte und Edukte für die Analyse durch HPLC
aufgetrennt. Auf diese Weise erfolgte auch eine Durchmusterung größerer Banken im
96-Well-Format nach Aktivitäten für verschiedene Ketone durch eine einzelne Messung.
Die Reaktion erfolgte in 1,5 ml-HPLC-Glasröhrchen. Die Reaktionslösung wurde zu-
nächst ohne das Keton angesetzt. Anschließend wurde 1µl einer 500 mM-Lösung des
Ketons vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe der Reaktionslösung gestartet. Bei
diesem Vorgehen sollte die Wechselwirkung der zum Teil stark hydrophoben Substanzen
mit Kunststoffmaterialien vermindert werden. In wässriger Lösung neigen diese dazu, an
Kunststoff zu haften, was die effektive Konzentration verringert. Die Reaktionsansätze
wurden anschließend bei 30℃ und 200 rpm in einem Schüttler inkubiert. Die Reaktion der
Teilansätze wurde nach verschiedenen Zeitspannen durch Hinzugabe von einem Volumen
Methanol gestoppt. Für jeden Reaktionsansatz wurde der Zeitpunkt des Starts und für
jeden Teilansatz der Zeitpunkt des Abstoppens dokumentiert. Die Reaktionsansätze
wurden anschließend in der HPLC-Anlage analysiert (vgl. 4.6.1). Jede Reaktion mit den
bis zu 3 Teilansätzen wurde mindestens zweimal durchgeführt.
Für das Durchmustern von Banken nach neuen Aktivitäten wurden ganze Zellen aus
einer Expressionskultur (vgl. 4.3.3) eingesetzt [159]. Die Kultur wurde zunächst bei
16 000 g für 1 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet mit
der Reaktionslösung resuspendiert. Zur die Erhöhung der Löslichkeit der Substrate
wurde die Reaktionslösung gegebenenfalls mit Methanol auf eine Konzentration von
10 % angesetzt. Die Reaktion erfolgte im 96-Well-Format in Deep-Well-Platten. Nach
dem Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von einem Volumen Methanol wurden die
unlöslichen Bestandteile bei 16 000 g für 7 min pelletiert und der Überstand wurde in
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eine neue 96-Well-Platte zur Analyse überführt. Es wurde nur eine Messung mit einer
Reaktionszeit von 24 h durchgeführt.
4.6 Analytische Methoden
4.6.1 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie
Eine Trennung und Quantifizierung der Reaktanden der Aminotransferasereaktion erfolgte
durch Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC). Es wurden je nach Anforderungen
verschiedene Trennsysteme eingesetzt. Das injizierte Probenvolumen betrug 5 µl. Die
Analyse der Substanzen erfolgte durch die Messung der Extinktion bei 210 nm. Des
Weiteren wurde der Reinheitsgrad von gereinigtem Enzym validiert.
Die Analyse der Durchmusterungen von Clustern erfolgte unter Verwendung einer
HILIC Säule (Phenomenex Inc.). Als Laufmittel kam eine isokratische Mischung von
Methanol und Ammoniumacetat-Lösung (20 mM, pH 7) im Verhältnis 70:30 (v/v) zum
Einsatz. Die Flussrate betrug 1 ml/min bei einer Programmlaufzeit von 7 min. Für
einige der Durchmusterungen im Plattenformat wurde eine Kinetex HILIC Säule von
Phenomenex Inc. verwendet. Bei gleichem Laufmittel betrug die Flussrate 2 ml/min bei
einer Programmlaufzeit von 2 min.
Die Trennung für eine quantitative Analyse erfolgte durch eine Gradientenelution
in einer Gemini C18 Säule (Art-Nr. 00F-4435-E0) von Phenomenex Inc. (Torrance,
USA). Die Laufmittel bestanden aus destilliertem Wasser und Acetonitril denen jeweils
Trifluoressigsäure (TFA) bis zu einer Konzentration von 0,1 % zugesetzt wurde. Die
verwendete Flussrate betrug 1 ml/min. Während der Gesamtlaufzeit von 13,5 min wurde
der Acetonitrilanteil zunächst innerhalb von 8 min von 15 % auf 80 % erhöht, blieb dann
3 min lang konstant und wurde anschließend innerhalb von 1 min zurück auf 15 % gesenkt.
Da für einige der produzierten Amine kein Vergleichsstandard zur Identifizierung vorlag,
wurden für einzelne Ansätze Fraktionen mit den entsprechenden Produkten isoliert
und einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen (vgl. 4.7). Da sich bei dieser
Analyse die Trifluoressigsäure störend auswirkt, wurde stattdessen für diese Trennung
als Laufmittel destilliertes Wasser und Methanol verwendet, denen jeweils Essigsäure bis
zu einer Konzentration von 0,2 % zugesetzt wurde.
Für die Analyse chiraler Verbindungen wurden diese mit einer Chiralpak® 1B Säule von
Daicel Chemical Industrie, Ltd. aufgetrennt. Da das verwendete Laufmittel bestehend aus
Hexan/Isopropanol/Ethylendiamin (98:2:0,1) unpolar war, erfolgte zuvor eine Extraktion
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der Analyten aus der wässrigen Reaktionslösung. Hierzu wurde zu der Reaktionslösung
zunächst 0,1 Vol Natriumhydroxidlösung (10 M) hinzugegeben. Dies diente der Deproto-
nierung der Amine und der Erhöhung der Hydrophobizität. Gleichzeitig wurde so die
Enzymreaktion abgestoppt. Anschließend wurde 0,5 Volumen Heptan hinzugegeben und
mit einem Vortexer gemischt. Heptan hat sich neben Hexan und Toulol als ebenso effizient
für die Extraktion erwiesen, und wurde als ungiftigstes Extraktionmittel ausgewählt.
Die Emulsion wurde bei 16 000 g für 7 min zentrifugiert. Danach wurde die Heptanphase
abgenommen und mit der HPLC aufgetrennt und analysiert.
Die Reinheitsanalyse von gereinigtem Enzym (vgl. 4.4.1) erfolgte durch eine Trennung
in einer Vydac RP-18 Säule (Art-Nr. 218TP54) von Grace (Deerfield, USA). Es wurde
ein Laufmittelsystem aus Acetonitril und destilliertem Wasser verwendet. Während des
60 min andauernden Programms wurde der Acetonitrilanteil in den ersten 40 min von
10 % auf 100 % erhöht. Es wurden 50 µl Probe injiziert. Die Auswertung erfolgte durch
eine Analyse der Extinktion bei 220 nm.
4.6.2 Berechnung der Enzymaktivität aus HPLC-Daten
Für die Berechnung der spezifischen Enzymaktivität wurden zunächst aus den aufgenom-
menen HPLC-Daten die Flächen der Peaks von Substrat und Produkt ermittelt und aus
dem Verhältnis der Signalflächen der Substratumsatz (4.5) berechnet. Da sich der Extink-
tionskoeffizient durch die zusätzliche Carbonylgruppe in Konjugation zum aromatischen
Ring der Ketone von den gebildeten Aminen unterscheidet, wurde durch entsprechende
Kalibrierung ein Korrekturfaktor (F) ermittelt und eingesetzt. Anschließend wurden
Umsatz (y) und Reaktionszeit (x) ins Verhältnis gesetzt und die Regression über den
linearen Bereich der Werte berechnet. Die Bestimmung der Konzentration des Produkts
über eine externe Kalibrierungssmessung war nicht möglich, da nicht für alle produzierten
Amine Standards vorlagen. Die Verwendung einer externen Kalibrierung könnte außerdem
zu einer Verfälschung der Messung durch das Verdampfen des Lösungsmittels führen,
was bei der verwendeten Methode ausgeschlossen werden konnte. Die Daten aus den
Parallelansätzen und aus den Replikaten wurden zusammen ausgewertet. Da anhand
der Kontrollmessungen davon ausgegangen wurde, dass zum Reaktionsstart noch keine
Produktbildung stattgefunden hatte, wurde die Regression durch den Koordinatenur-
sprung geführt [160]. Weiterhin wurde die Varianz der Steigung über die Varianz der
y-Werte bestimmt. Mit dem sich ergebenden t-Quantil erfolgte die Bestimmung des
Signifikanzniveaus. Unter Einbeziehung der Menge des eingesetzten Substrats wurde
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aus dem Umsatz die molare Produktmenge und mit der eingesetzten Enzymmenge die
spezifische Aktivität (4.6) berechnet.
XK =
AP
AP + ASF
(4.5)
spezifische Aktivität
[
µmol
min · g
]
= m · cS · VR
VE ·mE (4.6)
Symbole: XK Umsatz des Substrats [−]
AP Peakfläche Reaktionsprodukt [−]
AS Peakfläche Reaktionssubstrat [−]
F Korrekturfaktor [−]
cS Konzentration des Substrats
[
µmol
ml
]
VR Reaktionsvolumen [ml]
VE Einsatzvolumen der Enzymlösung [ml]
mE Enzymkonzentration (vgl. 4.4.2.2)
[
mg
ml
]
4.7 Massenspektrometrie
Sämtliche massenspektrometrischen Analysen und die dazu erforderlichen vorbereitenden
Schritte wurden von Frau Regina Reppich-Sacher (AG Beck-Sickinger) im Institut für
Biochemie durchgeführt.
4.7.1 MALDI-TOF
Für die Validierung der Reinheit und Identität der gereinigten Enzyme (vgl. 4.4.1) wurde
eine massenspektrometrische Analyse nach dem MALDI-TOF Verfahren durchgeführt
[161, 162].
Die Proteinproben wurden unter Verwendung von ZipTips C18 der Firma Millipore
(Bedford, USA) entsalzt. Anschließend wurden die Proben in einer SDHB-Matrix (2,5-
Dihydroxybenzoesäure/5-Methoxysalicylsäure) von Bruker Daltronics (Billerica, USA)
durch das „dried droplet“-Verfahren kristallisiert. Dabei wird die Matrixsubstanz in einer
Lösung aus Acetonitril, Milli-Q-H2O und Trifluoressigsäure (TFA) aufgenommen, mit dem
Analyten vermischt und ein Tropfen dieser Lösung auf dem Analytträger bei Raumtempe-
ratur getrocknet. Die Datenaufnahme erfolgte in einem Ultraflex III MALDI TOF/TOF
der Firma Bruker Daltonics Inc. unter Verwendung eines smartbeam™Nd:YAG Laser
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(Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser) mit einer Repetitionsrate von bis
zu 200 Hz. Die Software „Compass 1.2 for flex“ von Bruker Daltronics wurde mit den
entsprechenden Modulen für die Datenaufnahme (FlexControl 3.0) und -auswertung
(FlexAnalysis 3.0) verwendet.
4.7.2 ESI-MS
Für einige der Testsubstrate lagen zur Identifizierung keine Vergleichsstandards der
entsprechenden Amine vor. Die aminierten Reaktionsprodukte (vgl. 4.5.2) wurden daher
über ihre molekularen Massen identifiziert. Die ESI (Elektrospray-Ionisation) ist eine
schonende Ionisationsmethode, die auch für niedermolekulare Verbindungen geeignet ist
[163]
Fraktionen aus der HPLC-Analytik (vgl. 4.6.1) wurden mit der ESI-MS analysiert.
Über eine Spritzenpumpe mit einer Flussrate von 240 µl/h wurden die Proben in die
ESI-Quelle injiziert. Die Analyse erfolgte in einer Ionenfalle HTC (High Capacity Trap)
der Firma Bruker Daltonics. Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte unter Verwen-
dung der Software Esquire 6.1 von Bruker Daltronics mit den entsprechenden Modulen
EsquireControl 6.1 und DataAnalysis 3.4.
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5 Ergebnisse
Zu Beginn des Verbundprojektes wurden von der c-LEcta GmbH verschiedene bekannte
(S)-spezifische Aminotransferasen auf ihre Eignung als Enzym für eine Aminotransferase-
basierte Technologieplattform getestet. Dazu zählte auch die Etablierung von Klonierungs-
und Expressionsstrategien dieser Aminotransferasen in E. coli-Systemen, wie sie in Ab-
schnitt 4.2 und 4.3 beschrieben sind, sowie von Testsystemen für die Analyse der Aktivität
(vgl. 4.5.1, 4.5.2). Anschließend erfolgte die Charakterisierung dieser (S)-spezifischen Ami-
notransferasen nach Kriterien wie Substratspezifität, Aktivität, Löslichkeit, Thermo- und
Lösungsmittelstabilität. Die AcAPA stellte sich in diesen Versuchen als das geeignetste
Enzym heraus. In einer ersten Optimierung durch die c-LEcta GmbH wurde die Variante
F255L gefunden, die eine verbesserte Löslichkeit aufwies. Alle weiteren Versuche wurden
mit dieser Variante durchgeführt.
5.1 Substrat-bindende Aminosäuren der AcAPA
Zunächst sollte im Rahmen dieser Arbeit ermittelt werden, welche Aminosäuren die
Aktivität der AcAPA für bestimmte Substrate beeinflussen könnten. Es wurde davon
ausgegangen, dass dies vor allem die Reste sind, die in räumlicher Nähe zu dem gebundenen
Substrat liegen und die Bindetasche auskleiden. Die Untersuchung der drei-dimensionalen
Struktur des Enzyms ist bei solchen Fragestellungen von Nutzen. Für die AcAPA lag zu
Beginn des Projektes noch keine experimentell bestimmte Struktur vor. Daher wurde
zunächst ein Modell auf der Basis der Kristallstruktur eines Enzyms mit ähnlicher
Sequenz erstellt.
5.1.1 Erstellung eines Strukturmodells
Proteinsequenzen die eine Ähnlichkeit zur AcAPA-Sequenz aufwiesen, wurden durch eine
PSI-BLAST Suche (vgl. 4.1.1) in der Datenbank für nicht-redundante Proteinsequen-
zen des NCBI (National Center for Biotechnology Information) [164] ermittelt (Stand
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16.06.2009). Vier Iterationen unter Verwendung der 500 jeweils am höchsten bewerteten
Sequenzen wurden durchgeführt. Unter den 500 ähnlichsten Sequenzen befanden sich
zwei, für die eine experimentell bestimmte Struktur in der Protein-Datenbank der RCSB
(Research Collaboratory for Structural Bioinformatics) vorlag. Dies waren eine mut-
maßliche Aminotransferase aus Silicibacter sp. TM1040 (1,8 A˚) (PDB-Eintrag: 3FCR),
sowie eine mutmaßliche Aminotransferase aus Mesorhizobium loti maff303099 (1,55 A˚)
(PDB-Eintrag: 3GJU).
Ein multiples Sequenzalignment der 500 am höchsten bewerteten Sequenzen aus der
PSI-Blast Suche (vgl. 4.1.1) und der AcAPA-Sequenz wurde durchgeführt (vgl. 4.1.2).
Die aus diesem Alignment abgeleitete Sequenzidentität der beiden Strukturen zur AcAPA
betrug 24,6 % für 3FCR und 24,8 % für 3GJU, bezogen auf die Länge der AcAPA-Sequenz.
Die Sequenzähnlichkeit basierend auf der BLOSUM62 Substitutionsmatrix betrug 47,5 %
für 3FCR und 47,8 % für 3GJU. Die beiden Templatestrukturen wiesen untereinander
eine Sequenzidentität von 70,7 % auf. Ihr Vergleich durch eine Superpositionierung ergab
einen RMSD-Wert der Cα-Atome von 0,95 A˚.
Basierend auf der Struktur 3FCR in ihrer dimeren Form und dem Sequenzalignment
wurde das Modell der AcAPA erstellt (vgl. 4.1.3). Es wurden 50 Modellvorschläge von
dem verwendeten Programm MOE 2008.10 (Chemical Computing Group, Inc., Montreal)
generiert. Als Bewertungsfunktion wurde das für Proteine geeignete Amber 99-Kraftfeld
verwendet [165]. Der co-kristallisierte Cofaktor Pyridoxal-5’-phosphat aus der Templa-
testruktur wurde in die Erstellung einbezogen. Nach eingehender Begutachtung auf
grobe Strukturfehler und Evaluierung der strukturellen Plausibilität mit der Software
Procheck [104] erfolgte die Auswahl eines geeigneten Modells (siehe Abb. 5.1). Der
RMSD-Wert der Cα-Atome zwischen diesem Modell und der Templatestruktur betrug
1,11 A˚. Erwartungsgemäß traten die stärksten Abweichungen zur Templatestruktur in
den Positionen auf, wo die Modellierung von insertierten oder deletierten Sequenzab-
schnitten das Proteinrückgrat in eine andere Richtung gezwungen hat. Die Evaluierung
der strukturellen Eigenschaften mit Procheck ergab, dass im Ramachandran-Plot für
95,4 % der Aminosäuren das Verhältnis zwischen φ- und ψ-Winkeln im optimalen bzw.
zusätzlich erlaubten Bereich lag. Im nicht erlaubten Bereich befanden sich 2,3 % aller
Aminosäuren. Der G-Faktor, ein Indikator für Abweichungen struktureller Eigenschaften
von statistischen Durchschnittswerten, betrug -0,57.
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Abbildung 5.1: Strukturmodell von AcAPA. Dargestellt ist der Verlauf des Amino-
säurerückgrates mit hervorgehobenen Helix- (rot) und Faltblattstrukturen (grün). Die
Cofaktoren (blau) kennzeichnen die zwei Bindetaschen. Für eine Bindetasche ist die Aus-
dehnung des Zugangstunnels dargestellt. Graue Bereiche werden von hydrophoben, rote
Bereiche von hydrophilen Seitenketten dominiert.
5.1.2 Identifizierung Substrat-bindender Reste durch
Strukturvergleich
Um zu ermitteln, welche Positionen innerhalb des Modells mit dem Substrat intera-
gieren, wurde der Bindungsmodus von Inhibitoren experimentell bestimmter Struktu-
ren analysiert. Diese Inhibitoren entsprechen in ihrer Grundstruktur nicht-produktiven
PLP-Substrat-Komplexen. Zunächst wurde in der Datenbank der RCSB nach allen
drei-dimensionalen Strukturen gesucht, die als Aminotransferase gekennzeichnet waren.
Dabei wurden 250 Strukturen verschiedener Faltungstypen gefunden. Von den Sequenzen
dieser Proteine wurde ein multiples Sequenzalignment erstellt und eine Clusteranalyse
nach dem Neighbor-Joining-Verfahren durchgeführt. Eine deutlich abgegrenzte Klade
des Clusterbaumes mit Aminotransferasen des Faltungstyps I wurde ausgewählt, welche
die AcAPA einschließt (siehe Abb. 5.2). Acht Strukturen aus dieser Klade enthielten
co-kristallisierte Inhibitoren. Diese verteilten sich auf drei Gruppen mit hoher Sequenzähn-
lichkeit. Die Gruppen repräsentierten unterschiedliche Varianten jeweils eines Enzyms und
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bestanden aus der humanen Ornithin-Aminotransferase (PDB-Einträge: 2OAT, 2CAN,
1GBN), 7,8-Diaminopelargonsäure-Aminotransferase (DAPA-Aminotransferase) aus E.
coli (PDB-Einträge: 1MLY, 1MLZ, 1QJ3) und der Acetylornithin-Aminotransferase aus
T. thermophilus (PDB-Einträge: 1WKG, 1WKH).
Abbildung 5.2: Klade aus einem Stammbaum aller Aminotransferasen für die eine expe-
rimentell bestimmte Struktur existierte (Stand 07.09.2009) sowie AcAPA (blau markiert).
Das Alignment erfolgte mit ProbCons [103]. Die Berechnung erfolgte mit ClustalW2
[100] nach dem Neigbour-Joining Verfahren. Es ist nur die Klade abgebildet, zu der AcAPA
gehört und die ausgewertet wurde. Die rot markierten Strukturen enthielten co-kristallisierte
Inhibitoren.
Zunächst wurden strukturelle Alignments zwischen dem AcAPA-Modell und den Struk-
turen 2OAT und 1WKH erstellt. Der PLP-Anteil der Inhibitoren zeigte in Position und
Konformation eine hohe Übereinstimmung mit dem PLP, welches aus der Template-
struktur 3FCR in das Modell der AcAPA hineinmodelliert wurde (0,16 A˚ für 1WKH,
0,49 A˚ für 2OAT). Die Inhibitoren wurden so in die vermutliche Bindetasche des AcAPA-
Modells hineingelegt. Der Inhibitor Pyridoxyl-glutaminsäure-5’-monophosphat (PPE)
aus der Struktur 1WKH, einer Acetylornithin-Aminotransferase, besitzt einen Glutamat-
ähnlichen Substratanteil. Die Aminosäuren des AcAPA-Modells, welche in räumlicher
Nähe zum Substratanteil des Inhibitors lagen, wurden als potentielle Substrat-bindende
Reste deklariert. Ausgeschlossen wurden die Reste, die den PLP-Anteil binden, sowie
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das katalytische Lysin, welches sich orthogonal zur Pyridinringebene des PLP-Anteils
befindet.
Die Bindetasche der AcAPA liegt tief im Innern des Enzyms und ist nur über einen
Tunnel zu erreichen, der von hydrophoben Aminosäuren gebildet wird (siehe Abb. 5.1).
Aufgrund der Substratinteraktion wurde sie in drei Bereiche eingeteilt (siehe Abb. 5.3).
Die α-Carboxygruppe des Inhibitors befand sich in dieser Konstellation in räumlicher
Nähe zu den Resten Leu59, Tyr60 und Ala242, die dem Bereich L zugeordnet wurden
(siehe Abb. 1.7). Die γ-Carboxygruppe war umgeben von den Resten Val328 der B-Kette
und Tyr164 der A-Kette. Die Reste Ser329 und Thr330 der B-Kette interagierten mit
dem Cofaktoranteil des Inhibitors. Diese Positionen wurden dem Bereich S zugeordnet.
Bei der Umsetzung von Substraten mit relativ großen Seitenketten sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit weitere Aminosäuren an den Interaktionen beteiligt. Daher wurde der
Betrachtungsbereich in Richtung des Zugangs zur Bindetasche ausgeweitet. In diesem
Zugangsbereich befanden sich die Aminosäuren Phe25, Phe56 und Met437 in einer
Entfernung von bis zu 5 A˚ vom Inhibitor entfernt. Für Tyr148 war eine Zuordnung
nicht eindeutig, da es orthogonal zur PLP-Ebene lag. Die Aufteilung entspricht dem
allgemeinen Modell der Bindetasche für Amin-Pyruvat-Aminotransferasen (vgl. 1.4.2).
Val328
Tyr164
Ala242
Tyr60
Leu59
Phe25
Met437
Phe56PPE
Abbildung 5.3: Der Inhibitor Pyridoxyl-glutaminsäure-5’-monophosphat (PPE) aus der
Struktur einer Acetylornithin-Aminotransferase aus Thermus thermophilus HB8 (PDB-
Eintrag: 1WKH) in der Bindetasche des AcAPA-Modells. Bereich L: grün, Bereich S: blau,
Zugangsbereich: orange.
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Vergleiche der Bindetasche des AcAPA-Modells mit den Bindetaschen der humanen Or-
nithin-Aminotransferase (PDB-Eintrag: 2OAT) und der Acetylornithin-Aminotransferase
aus T. thermophilus HB8 (PDB-Eintrag: 1WKH) zeigten eine Reihe von Unterschieden
(siehe Tab. 5.1). Im Bereich S befand sich statt des Valinrests in der Position 328 ein
Glycin. Zusätzliche strukturelle Alignments mit den anderen acht Strukturen der identifi-
zierten Klade zeigten, dass es hier bei vier der acht Inhibitoren zu sterischen Kollisionen
in dem AcAPA-Modell kam. Anstelle des Phenylalanins in der Position 25 befanden sich
in den Strukturen 2OAT und 1WKH Tyrosine. Diese bildeten eine Wasserstoffbrücke mit
der terminalen Carboxygruppe der Inhibitoren. Für die Position 164 des Modells konnte
in den beiden Strukturen keine äquivalente Aminosäure gefunden werden. Dieser Rest saß
in einem zusätzlichen Loop-Bereich mit einer Länge von zwei Aminosäuren. In den Kris-
tallstrukturen befanden sich die Seitenketten der Aminosäuren dieses Bereiches in einer
Konformation, in der sie nicht mit dem Substrat interagierten. Beide Inhibitoren besaßen
auf dieser Seite der Bindetasche eine lange flexible Gruppe. Auf der L-Seite befand sich
in beiden Strukturen ein Glutamat, welches äquivalent zum Alanin in der Position 242
des AcAPA-Modells ist. In der Ornithin-Aminotransferase wurde dieser Rest als Teil des
dualen Substratbindemechanismus beschrieben (vgl. 1.4.2). Im Zugangsbereich befanden
sich in den beiden Vergleichsstrukturen statt dem Methionin in Position 437 der AcAPA
ein Alanin bzw. ein Threonin. Die Inhibitoren Amiclenomycin und Aminopelargonsäure
aus den Strukturen 1MLY, 1MLZ und 1QJ3 der DAPA-Aminotransferase kollidierten
mit diesem Rest in dem AcAPA-Modell. In diesen Enzymen war der entsprechende
Loop-Bereich um drei Aminosäuren verkürzt.
5.1.3 Experimentelle Validierung der ausgewählten Reste
Um die Bedeutung der acht identifizierten Reste in der Bindetasche der AcAPA für die
Substratbindung zu überprüfen, wurden Mutationsexperimente durchgeführt (vgl. 4.2.1.2).
Für jede Position wurden Bibliotheken von Varianten durch eine Sättigungsmutagenese
erstellt. Die dafür eingesetzten Mutationsprimer waren in den betreffenden Positionen
mit einem NNK-Codon degeneriert. Das NNK-Codon enthält 32 Triplets, die für alle
20 proteinogenen Aminosäuren sowie für ein Stoppcodon codieren. Nachdem die Inserts
mit dem mutierten AcAPA-Gen in den Vektor pRSF-1b kloniert wurden, erfolgte die
Transformation des E. coli Stammes DH10B (vgl. 4.3.2). Die Transformation dieses Stam-
mes ermöglichte sowohl eine Überprüfung der erfolgreichen und gezielten Einbringung
der Mutation durch eine Sequenzierung des Inserts, als auch die Erzeugung größerer
Mengen des Plasmids. Nach Ausstreichen der Bibliothek auf einer Agarplatte wurden bis
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Tabelle 5.1: Vergleich der Substrat-bindenden Reste von AcAPA und experimentell
bestimmten Strukturen der ω-Aminotransferasen Acetylornithin-Aminotransferase aus
Thermus thermophilus HB8 (1WKH) und humaner Ornithin-Aminotransferase (2OAT).
Verglichen wurden die Aminosäuren mit dem geringstem Abstand der Cα-Atome in einem
Strukturalignment.
AcAPA 2OAT 1WKH
Position Aminosäure Position Aminosäure Position Aminosäure
25 Phe 55 Tyr 24 Tyr
56 Phe 82 Leu 51 Val
59 Leu 85 Tyr 54 Tyr
60 Tyr 86 Ser 55 Gly
164 Tyr ? ? ? ?
242 Ala 235 Glu 197 Glu
328 Val 320 Gly 281 Gly
437 Met 407 Thr 365 Ala
[?] keine Entsprechung
zu acht Klone isoliert und zunächst durch eine Kolonie-PCR auf das Vorhandensein des
Inserts überprüft (vgl. 4.2.1.1). Um den Erfolg der Mutagenese zu bestätigen, wurden die
Inserts der positiven Klone nach erneuter Anzucht und Plasmidisolierung (vgl. 4.2.2.4)
sequenziert (vgl. 4.2.4). Dabei wurde nur das prinzipielle Funktionieren der Mutagenese
überprüft und nicht die Verteilung der verschiedenen Codons. Nachdem die Mutation
und Klonierung für die Stichprobe bestätigt waren, erfolgte die Anzucht der Biblio-
theksansätze und die Isolierung der Plasmide. Mit dem Plasmidextrakt der Bibliotheken
wurde der Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert. Ein Teil der Trans-
formationsansätze mit den Mutanten der einzelnen Positionen wurde auf Agarplatten
ausgestrichen. Von diesen Platten wurden für jede Position 94 Klone isoliert und separat
in Deep-Well-Platten angezogen. Nach der Expression der AcAPA (vgl. 4.3.3.2) und der
Zelllyse (vgl. 4.3.4.1) erfolgte die Analyse der Aktivität durch einen photometrischen
Assay mit Methylbenzylamin und Pyruvat (vgl. 4.5.1), die als Substrate vom Wildtyp
gut akzeptiert werden. Als Positivkontrolle wurde der Wildtyp, als Negativkontrolle
ein AcAPA–-Stamm verwendet. Für den Nachweis der Reaktion wurde der Anstieg der
Extinktion bei einer Wellenlänge von 300 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte über
den Vergleich der Volumenaktivität zur Positivkontrolle. Die Enzymkonzentration in
den einzelnen Wells blieb dabei unbekannt. Daher war ein Vergleich der gemessenden
Werte nur eingeschränkt möglich. Obwohl die Expressionsbedingungen für die einzelnen
96-Well-Platten im Rahmen des Möglichen konstant gehalten wurden, sind eine Reihe
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von Effekten vorstellbar, die über eine Veränderung der Katalyse oder der Substrataf-
finität hinaus die Volumenaktivität beeinflusst haben könnten. So ist es möglich, dass
die Löslichkeit und somit der Anteil an aktivem Enzym durch die Mutation erhöht war.
Darüber hinaus konnte es durch zufällige Effekte zu einem unterschiedlichen Wachstum
der Expressionskultur bzw. Expression des Enzyms gekommen sein. Ein unterschiedlicher
Einfluss von Enzymvarianten auf den Stoffwechsel des Expressionsorganismus ist möglich,
was ebenfalls individuelle Auswirkungen auf dessen Wachstum hätte. Eine starke Reduk-
tion bzw. Inaktivität der Enzymvarianten ist der deutlichste Hinweis auf eine direkte
oder indirekte Beteiligung an der Substratbindung.
Die Klone, für die bei der Umsetzung des Substrats keine Aktivität nachweisbar war,
wurden mit einer Kolonie-PCR auf den korrekten Einbau des Inserts in das eingebrachte
Plasmid überprüft. Im Durchschnitt hatten 10 % aller Klone kein Insert. Eine Ausnahme
bildete die Bank für die Position 60, wo die Hälfte der Klone kein Insert trug. An-
schließend wurde untersucht, ob das Protein vollständig exprimiert wurde oder das Gen
durch den Mutageneseprimer eventuell ein Stoppcodon enthielt. Dazu wurden die Klone,
die das Insert übernommen hatten, erneut exprimiert und das Zelllysat mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (vgl. 4.4.2.1) analysiert. Die vollständigen
Enzyme wurden erneut auf ihre Aktivität getestet. In den meisten Fällen lag bei weniger
als 10 % der Klone ein unvollständiges Enzym vor. In der Bank für die Position 56 waren
bei 23 % der Klone die exprimierten Enzyme unvollständig. Diese Klone wurden aus der
Auswertung ausgeschlossen.
Die für die Negativkontrolle gemessene Aktivität betrug 1 % der AcAPA-Wildtyp-
Aktivität. Für die Inaktivität wurde daher ein Wert von unter 10 % der Wildtyp-Aktivität
definiert. Bei allen acht getesteten Positionen gab es mindestens eine Variante mit stark
reduzierter bzw. fehlender Aktivität (siehe Abb. 5.4). Besonders viele inaktive Klone
enthielten die Banken für die Positionen 59, 242 und 437. In den Banken der Positionen
56, 60, 164 und 328 betrug die Aktivität bei einer großen Anzahl von Klonen mehr als
das Doppelte der Aktivität des Wildtyps.
Für eine erste Abschätzung, welche ausgetauschten Aminosäuren eine fehlende bzw.
noch vorhandene Aktivität der AcAPA für Methylbenzylamin bewirken, wurde von
einigen Klonen das AcAPA-Gen sequenziert. In den Banken mit wenigen inaktiven
Enzymvarianten wurden zunächst nur diese sequenziert. Die Sequenzierung zeigte, dass in
den Positionen 25, 56 und 60 u. a. ein Prolin zu einem Verlust der Aktivität führt (siehe
Tab. 5.2). Für die inaktiven Varianten der Position Val328 wurden vier überwiegend
polare Aminosäuren identifiziert. Im Gegensatz dazu wurden die inaktiven Varianten der
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Abbildung 5.4: Ergebnis der Aktivitätsbestimmung der Banken für das Substrat Me-
thylbenzylamin. Aufgetragen ist die Häufigkeit der Aktivitätsklassen für die untersuchten
Positionen. Eine Aktivität von weniger als 10% der Wildtyp-Aktivität wurde als Grenz-
wert für Inaktivität festgesetzt. Eine Aktivität von weniger als 50% bzw. mehr als 200%
der Aktivität des Wildtyps wurde für die Kategorien geringere bzw. höhere Aktivität als
Wildtyp festgelegt.
Positionen 59, 242 und 437 nicht im Einzelnen sequenziert. Hier wurden drei bis fünf
Varianten mit besonders hoher Aktivität identifiziert. Damit sollte ein Eindruck gewonnen
werden, welche Aminosäuren bei diesen empfindlichen Positionen die Aktivität nicht
beeinflussen. Die Aminosäuren der mutierten Positionen dieser Varianten verfügten über
relativ kleine oder flexible Seitenketten. In Position Leu59 wurden u. a. zwei Reste mit
basischen Seitenketten festgestellt, während in den Positionen Ala242 und Met437 polare
Seitenketten der Reste die Aktivität nicht wesentlich beeinflussen. Über die korrekte
Verteilung aller Aminosäuren in den Bibliotheken kann durch die Sequenzierung keine
Aussage getroffen werden.
Tabelle 5.2: Identifizierte Mutanten aus den Sättigungsmutagenese-Banken.
Position 25 56 59 60 164 242 328 437
AcAPA WT F F L Y Y A V M
inaktive Mutanten D, P* P ? G, P, R T ? C, E, H*, S* ?
aktive Mutanten a. ü. ? G, K, R, V ? a. ü. C, S, T L, Q
[a. ü.] alle übrigen Aminosäuren
[*] fehlende Aktivität konnte in späteren Experimenten bestätigt werden
[?] Mutanten wurden nicht identifiziert
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5.2 Reinigung der AcAPA
Für die Messung der spezifischen Aktivität der AcAPA und der Mutanten wurde ein
Reinigungsverfahren angepasst und etabliert, das von dem Projektpartner Universität
Oulu im Rahmen der Kristallisationsexperimente entwickelt wurde. Die Entwicklung von
Expressionsbedingungen (vgl. 4.3.3), bei denen das Enzym in großen Mengen löslich ex-
primiert wird, erfolgte durch die c-LEcta GmbH. Die Expression wurde im 15 ml Maßstab
durchgeführt. Vor der Reinigung erfolgte der Aufschluss der vorher pelletierten und in
Kaliumphosphatpuffer resuspendierten Zellen in einer French Pressure Cell (vgl. 4.3.4.2).
Die Anwendung eines rein mechanischen Aufschlusssystems sollte Verunreinigungen durch
Detergenzien und zusätzliche Proteine verhindern. Um die optimalen Ammoniumsulfat-
Konzentrationen für die fraktionierte Ammoniumsulfatfällung (vgl. 4.4.1.1) zu ermitteln,
wurden Testreihen mit Sättigungen von 20, 40, 45, 50, 55, 60 und 80 % durchgeführt. Dabei
wurde festgestellt, dass die AcAPA bei etwa 70 % Ammoniumsulfat-Sättigung vollständig
ausfällt und bei 50 % Sättigung wieder in Lösung geht. Die im erhaltenen Überstand
gemessene Aminotransferaseaktivität entsprach 75 % der Aktivität des Rohextraktes. Die
so vorgereinigte Enzymlösung wurde gegen Kaliumphosphatpuffer (50 mM) dialysiert und
anschließend durch Anionenaustauschchromatographie (vgl. 4.4.1.2) weiter gereinigt. Die
Elution erfolgte durch einen linearen Gradienten von KCl bis zu einer Konzentration von
330 mM. Es wurden 1 ml große Fraktionen gesammelt (siehe Abb. 5.5A). Dabei wurde
nur der Bereich fraktioniert, welcher die stärkste Extinktion bei einer Wellenlänge von
280 nm aufwies und somit vermutlich das zu isolierende Protein enthielt. Die spezifische
Aktivität für eine Transaminierungsreaktion erreichte in allen Fraktionen den gleichen
Wert. Daher wurden die Fraktionen mit dem höchsten Proteinanteil vereinigt.
Die Reinheit des so gewonnenen Enzyms betrug ca. 95 %. Sie wurde für alle gereinigten
Varianten durch SDS-PAGE (siehe Abb. 5.5B), Massenspektrometrie (siehe Abb. 5.6) und
HPLC-Analyse (siehe Abb. 5.7) bestätigt. Die Ausbeuten an AcAPA beliefen sich auf bis
zu 400 mg/l Bakterienkultur, bestimmt nach der Bicinchoninsäure-Methode (vgl. 4.4.2.2).
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(A) (B)
Abbildung 5.5: Reinigung der AcAPA durch Ionenaustauschchromatographie. (A) Chro-
matogramm mit den aufgezeichneten Extinktionswerten des Durchflusses und der elektri-
schen Leitfähigkeit während der einzelnen Phasen: I - Injektion, II - Waschen, III - Elution,
IV - Reäquilibrierung; (B) Auswertung durch SDS-PAGE. Beispielhaft sind vier Varianten
aufgetragen. Die Proteinmenge betrug jeweils 5 µg. Linke Seiten: zellfreier Extrakt, rechte
Seiten: Eluat der Ionenaustauschchromatographie, M - Protein-Molekulargewichtsstandard,
Thermo Fisher Scientific (vgl. Abb. 3.2B).
Abbildung 5.6: Massenspektrometrische Analyse der Wildtyp AcAPA nach der Affini-
tätschromatographie. Die Analyse erfolgte durch eine MALDI-TOF Massenspektrometrie.
Der gemessene Wert von 53 537Da stimmt im Rahmen der Messgenauigkeit mit dem
berechneten Wert von 53 438Da überein. Des Weiteren tritt bei dem halben m/z Wert das
Signal für das zweifach geladene Molekül auf.
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Abbildung 5.7: HPLC-Analyse der Wildtyp AcAPA nach der Affinitätschromatographie.
5.3 Substratspezifität der Wildtyp-AcAPA
Die spezifische Aktivität der AcAPA für verschiedene Substrate (siehe Tab. 5.3) wurde
untersucht, um die Kapazität der Bindetasche zu sondieren. Für diese Reaktionen wurden
Ketone als Testsubstrate verwendet und ein Überschuss an Isopropylamin (500 mM) als
Aminodonor eingesetzt (vgl. 4.5.2). Bei diesen Substraten besaß das ketogruppentragen-
de Kohlenstoffatom einen aliphatischen Rest und einen aromatischen bzw. aromatisch-
aliphatischen Rest. Einige Substrate trugen darüber hinaus weitere Reste am aromatischen
Ring. Für die Aufnahme des zeitabhängigen Substratumsatzes wurden unabhängige Reak-
tionen angesetzt und zu verschiedenen Zeitpunkten abgestoppt. Die Umsatzbestimmung
erfolgte durch HPLC-Analyse (vgl. 4.6.1). Um die Möglichkeit der Umsatzbestimmung
über das Verhältnis der Signalflächen von Keton und Amin zu überprüfen, wurden Kon-
zentrationsreihen von Acetophenon und Methylbenzylamin (jeweils 1 bis 10 mM) in der
HPLC gemessen. Bei einer zum aromatischen Ring konjugierten Carbonylgruppe war die
Extinktion der Ketone bei 210 nm um den Faktor 1,3 höher als die der Amine. Bei der Be-
rechnung des Verhältnisses von Ketonen und Aminen aus den HPLC-Daten wurde dieser
Faktor berücksichtigt (vgl. 4.6.2). Zwischen 4-Phenyl-2-butanon, wo die Carbonylgruppe
nicht mit dem Phenylring konjugiert ist, und dem Amin 1-Methyl-3-phenylpropylamin
wurde kein Unterschied in den Extinktionen festgestellt.
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Tabelle 5.3: Ketone, die als Substrate für die verschiedenen Analysen eingesetzt wurden,
mit dem in dieser Arbeit verwendeten Kürzel und ihrer Strukturformel.
Bezeichnung Kürzel CAS-Nr. Strukturformel
1-Phenyl-2-butanon 1P2B 1007-32-5
b
"b
"
b"
O
"
2,4-Dimethoxyacetophenon 24MOAP 829-20-9
b
"b
" b
O
OCH3H3CO
2-Methoxyacetophenon (ortho) 2MOAP 579-74-8
b
"b
" b
O
OCH3
3-Methoxyacetophenon (meta) 3MOAP 586-37-8
b
"b
" b
O
OCH3
3,4-Dimethoxyacetophenon 34MOAP 1131-62-0
b
"b
" b
O
OCH3
H3CO
4-Chloroacetophenon 4CAP 99-91-2
b
"b
" b
O
Cl
4-Chloropropiophenon 4CPP 6285-05-8
b
"b
" b"
O
Cl
4-Ethylacetophenon 4EAP 937-30-4
b
"b
" b
O
b
4-Methoxyacetophenon (para) 4MOAP 100-06-1
b
"b
" b
O
CH3O
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Tabelle 5.3 (Fortsetzung)
4-Phenyl-2-butanon 4P2B 2550-26-7
b
"b
" b"
O
b
Acetophenon AP 98-86-2
b
"b
" b
O
Butyrophenon BP 495-40-9
b
"b
" b"
O
b
Isobutyrophenon IBP 611-70-1
b
"b
" b"
O
Propiophenon PP 93-55-0
b
"b
" b"
O
Valerophenon VP 1009-14-9
b
"b
" b"
O
b"
Die Aktivitäten für Acetophenon (AP) und 4-Chloroacetophenon (4CAP) waren mit
0,21 U/mg identisch (siehe Abb. 5.8). Eine Alkylkette zwischen der Ketogruppe und dem
aromatischen Ring (4P2B) erhöhte die Aktivität auf 0,5 U/mg. Eine Methoxygruppe in
der ortho-Position des aromatischen Ringes (2MOAP) verringerte die Aktivität geringfü-
gig. Diese Verringerung setzte sich bei alternativer Substitution an der meta- (3MOAP,
0,08 U/mg) bzw. an der para-Position (4MOAP, 0,02 U/mg) sukzessive fort. Die Substi-
tution der para-Position führte auch bei einer Ethylgruppe (4EAP) zu einer Verringerung
der Aktivität auf 0,03 U/mg. Auf der aliphatischen Seite führte eine Ethylgruppe (PP)
sogar zu einer geringen Erhöhung der Aktivität. Bei einer gleichzeitigen Substitution
des aromatischen Anteils (4CPP) war die Aktivität jedoch ebenfalls geringer. Zu einer
fast nicht mehr messbaren Aktivität führte die Substitution auf der aliphatischen Seite
mit einer Butylgruppe (BP, 0,001 U/mg). Für Isobutyrophenon (IBP) und Valerophenon
(VP) war der Wildtyp inaktiv.
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Abbildung 5.8: Spezifische Aktivität der Wildtyp AcAPA für verschiedene Substrate (siehe
Tab. 5.3). Aminoakzeptor waren verschiedene aromatische Substrate in einer Konzentration
von 5mM. Als Aminodonor wurde Isopropylamin mit einer Konzentration von 500mM
eingesetzt. Der Reaktionsstart erfolgte durch Zugabe des Testsubstrates. Der Umsatz wurde
über einen Zeitraum von 60min verfolgt (vgl. 4.5.2).
5.4 Einfluss verschiedener Positionen auf die
Substratspezifität von AcAPA
Der nächste Schritt bestand darin, unter den verschiedenen Mutanten der einzelnen
Positionen nach solchen mit erweiterter Substratspezifität zu suchen. Da Substrate mit
Substitutionen des aliphatischen Teils wie Butyrophenon, Valerophenon und Isobutyro-
phenon besonders schlecht vom Wildtyp der AcAPA akzeptiert wurden, erfolgten die
weiteren Untersuchungen mit diesen Substraten.
5.4.1 Suche nach Varianten mit Aktivität für Butyrophenon
Zunächst wurde in den Bibliotheken der acht Positionen nach einer Aktivität für Butyro-
phenon gesucht. Dies erfolgte unter Verwendung des von der c-LEcta GmbH patentierten
Verfahrens zur Durchmusterung von Klon-Clustern [166]. Mit dieser Methode wurde
nicht nur der Aufwand der Durchmusterung verringert, sondern auch sichergestellt, dass
Varianten berücksichtigt wurden, die in den Durchmusterungsplatten nicht vertreten
waren (vgl. 5.1.3). Diese besaßen mit den jeweils 94 isolierten Klonen eine dreifache
Abdeckung der 32 möglichen Codons, jedoch wurde ihre Vollständigkeit nicht überprüft.
Nach der Expression der Bibliotheksansätze im 5 ml Maßstab (vgl. 4.3.3.1) und der
Zelllyse (vgl. 4.3.4.1) wurde die Reaktion mit 5 mM Butyrophenon als Aminoakzeptor
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und 500 mM Isopropylamin als Aminodonor gestartet (vgl. 4.5.2). Nach 24 h wurde die
Reaktion mit Methanol abgestoppt und die Produktbildung durch eine HPLC-Analyse
überprüft (vgl. 4.6.1).
Die Auswertung zeigte, dass in den Bibliotheken der Positionen 25 und 328 ein Signal
bei einer Retentionszeit von 3,8 min auftrat (siehe Abb. 5.9). Dieses konnte in Erman-
gelung eines entsprechenden Standards nicht näher zugeordnet werden. Da das Signal
jedoch nicht in allen Bibliotheken auftrat, wurde davon ausgegangen, dass es sich hier
um 1-Phenylbutan-1-amin handelte. Später erfolgte die Validierung mittels ESI-MS
(vgl. 5.4.2.2). Für die Position Phe25 war der Umsatz mit 4,4 % höher als für die Position
Val328 mit 2 %. Eine Durchmusterung der Klon-Cluster für die Positionen 56, 59 und 60
erbrachte kein Ergebnis (nicht abgebildet).
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Abbildung 5.9: Durchmusterung von Klon-Cluster nach Aktivität für Butyrophenon.
Die Ergebnisse der HPLC-Analysen der fünf Klon-Cluster nach der Reaktion sind abge-
bildet. Das Testsystem bestand aus 5mM Butyrophenon als Aminoakzeptor und 500mM
Isopropylamin als Aminodonor. Die Reaktionszeit betrug 24 h.
Um herauszufinden, welche Varianten Butyrophenon umsetzten, wurden zunächst die
Banken mit den isolierten Klonen der Positionen 25 und 328 durchmustert (vgl. 5.1.3).
Es stellte sich heraus, dass der Einsatz von ganzen Zellen als Katalysator bei diesem
Reaktionssystem vorteilhaft war. Ganze Zellen bewahren das Enzym vor Denaturierung
durch äußere Einflüsse wie z. B. Kosolventien [159]. Die daraus resultierende Erhöhung
der Volumenaktivität sollte zu einer höheren Sensitivität der Analyse führen (vgl. 4.5.2).
Nach der Pelletierung der Kulturen erfolgte die Resuspendierung der ganzen Zellen mit
der Reaktionslösung. Die Reaktionslösung enthielt zur Erhöhung der Löslichkeit des stark
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hydrophoben Butyrophenons Triton X-100 als Additiv. Als Aminodonor wurden 500 mM
Isopropylamin eingesetzt. Das AcAPA-Gen aktiver Varianten wurde sequenziert.
In der Bank für die Position Phe25 zeigten 15 Klone Aktivität für Butyrophenon (siehe
Abb. 5.10A). Die Sequenzierung der aktiven Varianten ergab, dass die Aminosäuren
Leucin, Isoleucin, Methionin, Threonin und Serin in dieser Position eingebaut waren.
In der Bank für die Position Val328 waren drei Klone aktiv (siehe Abb. 5.10B). Die
Aminosäuren Leucin und Isoleucin wurden bei den aktiven Varianten gefunden.
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Abbildung 5.10: Durchmusterung von Einzelklon-Banken (vgl. 5.1.3) nach Butyrophenon-
Aktivität. Abgebildet ist das Schema der Mikrotiterplatten mit den Analyseergebnissen der
einzelnen Kavitäten. Die Farbintensität gibt die Höhe des Substratumsatzes wieder. Die
grauen Kavitäten wurden nicht gemessen, da hier u. a. bereits transformierte Leerplasmide
oder Stopcodons im AcAPA-Gen festgestellt wurden. Das Testsystem bestand aus 5mM
Butyrophenon als Aminoakzeptor und 500mM Isopropylamin als Aminodonor. Die Reakti-
onszeit betrug 24 h. In der Kavität H11 war ein AcAPA–-Klon als Negativkontrolle. Kavität
H12 beinhaltete den Wildtyp. (A) Bank der Position 25; (B) Bank der Position 328.
In diesen beiden Positionen führten unterschiedliche Aminosäuren zu einer Verbesserung
der Aktivität für Substrate mit einem vergrößerten aliphatischen Rest. Da in den durch-
musterten Einzelklonplatten wahrscheinlich nicht alle 20 proteinogenen Aminosäuren
vertreten waren, wurde für jede der beiden Positionen eine Kollektion mit allen möglichen
Mutanten für diese Positionen zusammengestellt. Es sollte untersucht werden, welche
Eigenschaften der Aminosäureseitenketten die Substratspezifität beeinflussen. Untersucht
wurden auch Varianten der Position Tyr164, da die Position in Versuchen der c-LEcta
GmbH aufgefallen ist.
Zunächst wurde eine Reihe von Klonen aus den Sättigungsmutagenese-Banken durch
Sequenzierung identifiziert (vgl. 4.2.4). Zusätzlich zu der Identifizierung der Mutanten
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für die Positionen 25, 164 und 328 konnte durch die Teilsequenzierung der Banken ein
Eindruck über die Verteilung der Codons und somit über die Abdeckung der verschiedenen
Varianten für die jeweils 94 isolierten Klone gemacht werden. Es wurde eine große
Ungleichverteilung der Codons festgestellt. So war z. B. das Codon CAT, das für Histidin
codiert, in der Bank für die Position 328 mit zehn von 37 sequenzierten Klonen extrem
überrepräsentiert.
Die Erzeugung der nicht enthaltenen Varianten erfolgte durch ortsgerichtete Mutagenese
(vgl. 4.2.1.3). Anschließend wurden die einzelnen Mutanten für diese Positionen mit
weiteren Substraten und empfindlicheren Methoden getestet.
5.4.2 Untersuchung einzelner Positionen
Die Charakterisierung der 20 möglichen Varianten der Positionen 25, 164 und 328 erfolgte
für verschiedene Substrate unter Verwendung verschiedener Reaktionssysteme. Zunächst
wurde qualitativ die Akzeptanz von Substraten mit größeren aliphatischen Resten unter-
sucht. Dies waren Butyrophenon, Valerophenon und Isobutyrophenon, einem längeren,
linearen sowie einen verzweigtkettigen Rest (siehe Tab. 5.3). Für die Reaktion wurden
10 mM Methylbenzylamin als Aminodonor eingesetzt. Methylbenzylamin erwies sich in
vorangegangenen Experimenten als effektiverer Aminodonor als Isopropylamin. Da das
Reaktionsgleichgewicht auf der Seite des Acetophenons liegt, musste Methylbenzylamin,
im Gegensatz zu dem bisher verwendeten Isopropylamin, nicht im Überschuss vorliegen.
Durch die höhere Aktivität von AcAPA bei Verwendung dieses Aminodonors stieg auch
die Sensitivität der Analyse. Als Katalysator wurden in diesen Versuchen ganze Zellen
eingesetzt. Die Reaktionslösung bestand zudem aus 10 % Methanol, um die Permeabilität
der Zellen und die Löslichkeit der Substrate zu erhöhen. Nach 24 h wurde die Reaktion
mit Methanol gestoppt (vgl. 4.5.2) und der Umsatz durch eine HPLC-Analyse bestimmt
(vgl. 4.6.1 und 4.6.2).
Diejenigen Mutanten, die bei dieser Analyse einen besonders hohen Umsatz zeigten
(vgl. 5.4.2.1, 5.4.2.2 und 5.4.2.3), wurden gereinigt (vgl. 4.4.1). Anschließend wurde die
spezifische Aktivität dieser Varianten für einige Substrate bestimmt (vgl. 4.5.1, 4.5.2). Da-
bei wurde auf Methanol als Kosolvenz verzichtet, um eine Teildenaturierung des Enzyms
zu verhindern. Die verschiedenen verwendeten Aminodonore in den unterschiedlichen
Konzentrationen, haben in den jeweiligen Reaktionen eine Reihe von Vor- und Nachteilen.
Zunächst wurden die spezifischen Aktivitäten für das Referenzsubstratpaar Aceto-
phenon/Methylbenzylamin in beiden Reaktionsrichtungen ermittelt. Für die Messung
der Aktivität beim Umsatz von Methylbenzylamin wurde 10 mM Methylbenzylamin als
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Aminodonor und 10 mM Pyruvat als Aminoakzeptor eingesetzt. Die Produktion von
Acetophenon wurde photometrisch verfolgt (vgl. 4.5.1) und der Anstieg der Extinktion
im linearen Bereich ausgewertet. Die Reaktion wurde in drei Replikaten durchgeführt
und der Mittelwert des Anstiegs berechnet. Der ermittelte Extinktionskoeffizient betrug
unter den Reaktionsbedingungen 0,378 mM-1cm-1. Diese Reaktion, die der natürlichen
vermutlich am nächsten kommt [51], läuft so schnell ab, dass die notwendige Reaktionszeit
für eine Messung nicht mehr als eine Minute beträgt. Da der Einsatzzweck von AcAPA
aber die Produktion des aromatischen Amins sein soll, wurden die Untersuchungen mit
den aromatischen Ketonen durchgeführt. Alanin eignet sich dabei nicht als Aminodonor.
Das Reaktionsgleichgewicht liegt mit einer Gleichgewichtskonstante (K) von 24800 auf
der Seite des Alanins [167]. Auch bei einem starken Überschuss von Alanin bleibt der
Umsatz gering [29].
Isopropylamin eignet sich aufgrund seiner Wirtschaftlichkeit besonders für den indus-
triellen Einsatz. Durch die geringe Größe sollte es zu keinen sterischen Einschränkungen
bei der Bindung an das Enzym kommen. Jedoch zeigten die Untersuchungen von Shin
2002 mit VfAPA, dass bei aliphatischen Substraten die Aktivität mit der Länge der
im Bereich L bindenden aliphatischen Gruppen bis zu einer bestimmten Kettenlänge
ansteigt [51]. Dieses Substrat eignet sich dennoch als Aminodonor für die Aminierung
aromatischer Ketone [29]. Das Gleichgewicht liegt auch bei dieser Reaktion auf der Seite
des Aminodonors, jedoch nur mit einer Gleichgewichtskonstante (K) von 30 [167]. Ein
100facher Überschuss erwies sich als ausreichend, um einen vollständigen Umsatz zu erzie-
len. Daher wurde für die Bestimmung der Aktivität beim Umsatz von Acetophenon 5 mM
dieses Aminoakzeptors sowie 500 mM Isopropylamin als Aminodonor eingesetzt. Es ist
jedoch nicht auszuschließen, dass eine so hohe Konzentration zu einer Substratinhibition
führt, die einen negativen Einfluss auf die effektive Aktivität des Enzyms hat [168]. Dabei
binden die Enzym-PMP-Komplexe nach der Aminierung mit höherer Wahrscheinlichkeit
noch einmal Isopropylamin, was zu einem reversibel inaktiven Komplex führt.
Aus diesem Grund wurde als Aminodonor für Ketone mit vergrößerten aliphatischen
Gruppen Methylbenzylamin verwendet. Durch das günstigere Reaktionsgleichgewicht
konnte dieser Aminodonor in geringerer Konzentration eingesetzt werden. Butyrophenon
wurde bei der Verwendung von Methylbenzylamin als Aminodonor dreimal so schnell
umgesetzt, als es bei der Verwendung von Isopropylamin der Fall war. Die Ketone
wurden in einer Konzentration von 5 mM in die Reaktion eingesetzt. Die Konzentration
des Aminodonors Methylbenzylamin betrug 10 mM. Durch die zunehmende Größe des
hydrophoben Restes der Ketone verringert sich deren Löslichkeit in der Reaktionslösung.
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Während für Acetophenon die maximale Konzentration bei 20 mM liegt, beträgt sie für
Butyrophenon nur noch 3,8 mM und für Valerophenon 1,1 mM (Werte berechnet nach 169).
Damit ist die effektive Konzentration dieser Substrate in der Reaktionslösung deutlich
geringer als die angestrebte Zielkonzentration von 5 mM. Beim Ansetzen der Reaktion
wurden die Substrate jedoch gelöst in einem organischen Lösungsmittel vorgelegt. Damit
wurde sichergestellt, dass jeder Reaktionsansatz die gleiche Menge des Substrats enthält.
Die effektive Konzentration des Substrats sollte somit in den Reaktionsansätzen identisch
sein, was die Vergleichbarkeit der gewonnenen Daten untereinander gewährleistet. Für die
Analyse wurden die Ansätze mit Methanol behandelt, wodurch das Substrat vollständig
in Lösung ging. Der Umsatz des aromatischen Substrats konnte so durch das Verhältnis
zwischen dem Aminprodukt und dem Ketonsubstrat über eine HPLC-Analyse bestimmt
werden (vgl. 4.5.2). Die Messungen erfolgten in drei Replikaten und wurden ein- bis
dreimal durchgeführt.
Die mit den Aminodonoren Methylbenzylamin und Isopropylamin gewonnenen Daten
sind nicht direkt vergleichbar. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine Mutation
des Enzyms die Affinität für alle vier an der Reaktion beteiligten Substanzen, die beiden
Edukte sowie die beiden Produkte, beeinflusst. In der Arbeit von Seo aus dem Jahr
2010 wurde dieses Problem umgangen, in dem jeweils nur eine Halbreaktion untersucht
wurde [170]. Dabei erfolgt die Aminierung von Ketonen durch einen zuvor präparierten
Enzym-PMP-Komplex. In diesem Fall entspricht die effektive Aminodonorkonzentration
jedoch der Konzentration des Enzyms und muss so groß sein, dass die Reaktion während
des Messzeitraums nicht den Sättigungspunkt erreicht. Die Genauigkeit einer solchen
Messung ist dadurch eingeschränkt.
5.4.2.1 Position 25
Einige Mutanten der Position Phe25 zeigten bereits eine erhöhte Aktivität für Buty-
rophenon (vgl. 5.4.1). Die qualitative Durchmusterung der Zusammenstellung aller 20
Varianten für diese Position ergab darüber hinaus, dass die meisten in der Lage sind
Butyrophenon umzusetzen (siehe Abb. 5.11). Es wurde auch der Umsatz von Valero-
phenon und Isobutyrophenon, welche vom Wildtyp nicht umgesetzt wurden, beobachtet.
Ausnahmen waren Prolin und Tryptophan für alle drei Substrate sowie Aspartat für
Isobutyrophenon. Prolin war die einzige Aminosäure in dieser Position, bei der das Enzym
auch für Acetophenon keine Aktivität gezeigt hat (nicht abgebildet).
Die Messung der spezifischen Aktivität beim Umsatz von Acetophenon und Isopropy-
lamin ergab, dass die Aminosäuren Valin, Methionin und Isoleucin in Position 25 zu einer
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Abbildung 5.11: Qualitative Durchmusterung der Mutanten-Zusammenstellung für die Po-
sition 25 mit den Substraten Butyrophenon (BP), Valerophenon (VP) und Isobutyrophenon
(IBP). Abgebildet ist der Substratumsatz, gekennzeichnet durch die Farbintensität, der ein-
zelnen Mutanten (x-Achse) für die jeweiligen Substrate (y-Achse) nach einer 24 h-Reaktion.
In die Reaktion eingesetzt wurden 5mM des Ketons und 10mM Methylbenzylamin als
Aminodonor. Für die gekennzeichneten Varianten (*) wurde die spezifische Aktivität beim
Umsatz dieser Substrate bestimmt. (**): Wildtyp.
Verschlechterung der Aktivität auf 75 – 91 % führten (siehe Abb. 5.12A). Bei polaren
Aminosäuren, wie Lysin, Cystein und Asparagin, fiel die Aktivität um mehr als die Hälfte.
Die Mutation F25L war hingegen doppelt so aktiv wie der Wildtyp.
Die spezifische Aktivität beim Umsatz von Methylbenzylamin und Pyruvat unterschied
sich bei den untersuchten Mutanten dieser Position nur geringfügig vom Wildtyp und
schwankte zwischen 77 % und 135 % der Wildtyp-Aktivtät (siehe Abb. 5.12B). Die einzige
Ausnahme bildete die Mutation F25C mit einer spezifischen Aktivität von 2,6 U/mg was
32 % der Wildtyp-Aktivtät entspricht.
Aminierungsreaktionen von Substraten mit vergrößertem aliphatischen Anteil mit
Methylbenzylamin ergaben eine Erhöhung der Aktivität aller Substrate bei den Varianten
mit den größtenteils unpolaren Aminosäuren Valin, Methionin, Leucin, Isoleucin und
Threonin (Faktor 7–14 für Butyrophenon) (siehe Abb. 5.13). Der Austausch mit einer
polaren bzw. geladenen Aminosäure wie Lysin oder Cystein ergab entweder keine oder
eine weniger starke Erhöhung der Aktivität, im Fall von Butyrophenon um den Faktor
drei.
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Abbildung 5.12: Spezifische Aktivität von Mutanten der Position 25: (A) Für die Re-
aktion Acetophenon (5mM)/Isopropylamin (500mM); (B) Für die Reaktion Pyruvat
(10mM)/Methylbenzylamin (10mM).
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Abbildung 5.13: Spezifische Aktivität von Mutanten der Position 25 für die Substrate
Butyrophenon (BP), Valerophenon (VP) und Isobutyrophenon (IBP). Eingesetzt wurden
5mM des Ketons und 10mM Methylbenzylamin als Aminodonor.
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5.4.2.2 Position 328
Die qualitative Durchmusterung der Zusammenstellung aller 20 Varianten für die Position
Val328 ergab, dass die Hälfte der Varianten die Substrate Butyrophenon und Isobuty-
rophenon umsetzten (siehe Abb. 5.14). Dies sind die unpolaren Aminosäuren Alanin,
Prolin, Methionin, Leucin, Isoleucin und Glycin sowie die polaren Aminosäuren Lysin,
Asparagin und Threonin. Von diesen Varianten setzten Methionin und Leucin als einzige
Valerophenon nicht um. Von den übrigen inaktiven Varianten waren diejenigen mit den
Aminosäuren Aspartat, Arginin, Histidin und Serin auch für Acetophenon inaktiv (nicht
abgebildet).
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Abbildung 5.14: Qualitative Durchmusterung der Mutanten-Zusammenstellung für die Po-
sition 328 mit den Substraten Butyrophenon (BP), Valerophenon (VP) und Isobutyrophenon
(IBP). Abgebildet ist der Substratumsatz, gekennzeichnet durch die Farbintensität, der ein-
zelnen Mutanten (x-Achse) für die jeweiligen Substrate (y-Achse) nach einer 24 h-Reaktion.
In die Reaktion eingesetzt wurden 5mM des Ketons und 10mM Methylbenzylamin als
Aminodonor. Die Reaktionszeit betrug 24 h. Für die gekennzeichneten Varianten (*) wurde
die spezifische Aktivität beim Umsatz dieser Substrate bestimmt. (**): Wildtyp.
Die spezifische Aktivität beim Umsatz von Acetophenon und Isopropylamin entsprach
beim Austausch mit Glycin nur noch 19 % der Wildtyp-Aktivität (siehe Abb. 5.15A). Beim
Austausch mit Prolin war diese Aktivität fast nicht mehr messbar. Im Gegensatz dazu
war die spezifische Aktivität der Prolin-Variante beim Umsatz von Methylbenzylamin
und Pyruvat mehr als doppelt so groß wie die Wildtyp-Aktivität (siehe Abb. 5.15B).
Die Messung der spezifischen Aktivität beim Umsatz von Butyrophenon ergab bei
der Variante V328A eine Steigerung um den Faktor 21 auf 0,07 U/mg (siehe Abb. 5.16).
Die Aktivität für Isobutyrophenon erreichte bei dieser Variante den höchsten Wert von
0,036 U/mg. Die Glycin-Variante für diese Position erreichte von allen Varianten beim
Umsatz von Butyrophenon und Valerophenon die höchste Aktivität mit 0,1 U/mg bzw.
0,09 U/mg. Eine deutliche, aber wesentlich geringere Steigerung der Aktivität beim
Umsatz von Butyrophenon (0,007 U/mg) und Valerophenon (0,011 U/mg) zeigte die
Mutation V328P.
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Abbildung 5.15: Spezifische Aktivität von Mutanten der Position 328: (A) Für die
Reaktion Acetophenon (5mM)/Isopropylamin (500mM); (B) Für die Reaktion Pyruvat
(10mM)/Methylbenzylamin (10mM).
Da die Varianten V328A und V328G die höchste Aktivität für Butyrophenon, Iso-
butyrophenon bzw. Valerophenon aufwiesen, wurden die aminierten Produkte aus den
entsprechenden Reaktionen überprüft. Dazu wurde aus den HPLC-Läufen (vgl. 4.6.1)
das vermutete Produkt isoliert und durch eine ESI-Massenspektrometrie (vgl. 4.7.2)
untersucht. Die jeweiligen Fraktionen enthielten dabei Substanzen, die den berechneten
Massen für die Amine 1-Phenylbutan-1-amin, 1-Phenylpentan-1-amin und 2-Methyl-1-
phenylpropan-1-amin entsprachen. Außerdem wurden Zerfallsprodukte nachgewiesen, die
ebenfalls den jeweiligen Aminen zugeordnet werden konnten (siehe Abb. 5.18, 5.19 und
5.20).
Des Weiteren wurde versucht, eine Korrelation zwischen den spezifischen Aktivitäten
dieser Reihe von Mutanten beim Umsatz der Substrate Butyrophenon, Valerophenon
und Isobutyrophenon sowie bestimmten Eigenschaften dieser Substrate und den ausge-
tauschten Aminosäuren herzustellen. Dabei kam ein multiples lineares Regressionsmodell
zum Einsatz, wie es als QSAR-Methode (Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehung) in
dem Softwarepaket MOE 2012.10 (Chemical Computing Group, Inc., Montreal) imple-
mentiert ist. Zunächst wurden eine Reihe struktureller Eigenschaften für die Substrate
und die ausgetauschten Aminosäuren berechnet, wie z. B. das Molekulargewicht oder den
Oberflächeninhalt. Als abhängige Variable wurde der negative dekadische Logarithmus
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Abbildung 5.16: Spezifische Aktivität von Mutanten der Position 328 für die Substrate
Butyrophenon (BP), Valerophenon (VP) und Isobutyrophenon (IBP). Eingesetzt wurden
5mM des Ketons und 10mM Methylbenzylamin als Aminodonor.
der spezifischen Aktivität für eine Variante bei Umsatz des entsprechenden Substrats
verwendet. Die unabhängigen Variablen waren die Eigenschaften von Substrat und der
ausgetauschten Aminosäure für den jeweiligen Fall.
Für die Mutation dieser Position und die drei untersuchten Substrate ließ sich mit
drei Eigenschaften ein Regressionsmodell erstellen, welches für die 15 zugrunde liegen-
den Datenpunkte (3 Substrate x 5 Mutanten) einen Korrelationskoeffizienten von 0,91
ergab (siehe Tab. 5.4). Diese Eigenschaften waren das Molekulargewicht und die An-
zahl der rotierbaren Einfachbindungen des Substrats, sowie das Molekulargewicht der
ausgetauschten Aminosäure. Anhand des Koeffizienten wird ersichtlich, dass mit grö-
ßerem Molekulargewicht von Substrat oder Aminosäure bzw. bei einer geringeren Zahl
rotierbarer Bindungen des Substrats die Aktivität abnahm.
Tabelle 5.4: QSAR-Berechnungen mit den Aktivitätsdaten für die Position 328 (siehe
Abb. 5.16). Es wurde der negative dekadische Logarithmus der Aktivität mit Eigenschaften
der jeweiligen Substrate sowie der ausgetauschten Aminosäure korreliert.
Eigenschaft Koeffizient rel. Wichtigkeit
Molekulargewicht (Substrat) +0,08169 0,67
rot. Bindungen (Substrat) -0,92245 0,93
Molekulargewicht (Aminosäure) +0,03060 1
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Die vergrößerten Reste der Substrate Valerophenon und Isobutyrophenon, welche von
den Mutanten der Position Val328 am besten umgesetzt wurden, binden nach dem
allgemeinen Modell im Bereich S der Bindetasche (vgl. 1.4.2). Bei der Umsetzung eines
(R)-Enantiomers aromatischer Substrate nimmt dieser Bereich den aromatischen Rest
dieser Substrate auf. Daher wurde ein Einfluss dieser Position auf die Enantiospezifität
angenommen.
Die Untersuchung der Enantiospezifität von 20 Mutanten der Position 328 erfolgte
zunächst in Syntheserichtung mit Acetophenon und Isopropylamin und wurde durch eine
chirale HPLC-Analytik analysiert (vgl. 4.6.1). Die Sensitivität dieser Methode stellte
sich jedoch für diese Substratkombination als zu gering heraus, weshalb dieser Ansatz
nicht weiter verfolgt wurde. Da die Reaktion von (S)-Methylbenzylamin mit Pyruvat die
größere Umsatzrate aufwies (siehe Abb. 5.15), wurden alle Varianten dieser Position mit
(R)-Methylbenzylamin getestet.
In dem photometrischen Test (vgl. 4.5.1), bei dem ungereinigtes Zelllysat eingesetzt
wurde, konnte keine Aktivität gemessen werden. Erst nach einer Reaktionszeit von
24 h wurde eine Bildung von Acetophenon bei der Mutation V328G durch Analyse in
der HPLC nachgewiesen (siehe Abb. 5.17). Trotz der 40fach höheren Geschwindigkeit
dieser Reaktion im Vergleich zur Reaktion Acetophenon/Isopropylamin, betrug bei dieser
Variante der Umsatz nur etwa 6 %.
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Abbildung 5.17: Durchmusterung der Mutanten-Zusammenstellung für die Position 328
nach Aktivität für (R)-Methylbenzylamin. Eingesetzt wurden 10mM (R)-Methylbenzylamin
und 10mM Pyruvat. Neben den Ergebnissen für den Wildtyp sind nur die Ergebnisse der
drei Mutanten dargestellt, bei denen eine Aktivität für (R)-Methylbenzylamin aufgrund der
bisherigen Daten aus den Versuchen, wie auch aus der Literatur [43], am wahrscheinlichsten
war.
Ergebnisse 85
Abbildung 5.18: ESI-Analyse des isolierten Produktes aus der HPLC-Analyse der
Butyrophenon-Reaktion mit AcAPA V328G. Das erwartete Produkt 1-Phenylbutan-1-
amin besitzt ein Molekulargewicht von 150.
Abbildung 5.20: ESI-Analyse des isolierten Produktes aus der HPLC-Analyse der
Isobutyrophenon-Reaktion mit AcAPA V328A. Das erwartete Produkt 2-Methyl-1-
phenylpropan-1-amin besitzt ein Molekulargewicht von 150.
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Abbildung 5.19: ESI-Analyse des isolierten Produktes aus der HPLC-Analyse der
Valerophenon-Reaktion mit AcAPA V328G. Das erwartete Produkt 1-Phenylpentan-1-amin
besitzt ein Molekulargewicht von 164.
5.4.2.3 Position 164
Die Zusammenstellung von Mutanten mit allen proteinogenen Aminosäuren in der
Position Tyr164 wurde untersucht, da in Versuchen der c-LEcta GmbH Mutationen dieser
Position auch bei hohen Substratkonzentrationen eine hohe Aktivität zeigten. Für diese
Position traten in dem Test mit den Substraten Acetophenon und Isopropylamin unter
Verwendung der Ganzzellkatalyse keine inaktiven Varianten auf (vgl. 4.5.2). Jedoch zeigten
bei der 24 h-Reaktion die Varianten Arginin, Aspartat, Glutamat und Threonin einen
stark verringerten Umsatz. Für Butyrophenon mit Methylbenzylamin als Aminodonor
gab es bei keiner Variante eine wesentliche Aktivitätssteigerung (nicht abgebildet).
Die Mutanten mit den Aminosäuren Alanin, Valin, Leucin, Phenylalanin, Cystein und
Glutamin, die bei diesem Test den höchsten Umsatz von Acetophenon aufwiesen, wurden
gereinigt. Bei der Aminierung von 5 mM Acetophenon durch 500 mM Isopropylamin war
die spezifische Aktivität bei allen untersuchten Varianten höher als beim Wildtyp (siehe
Abb. 5.21A). Mit einer spezifischen Aktivität von 0,6 U/mg, dem dreifachen Wert des
Wildtyps, zeigte die Variante Y164V den höchsten Wert. Die spezifische Aktivität beim
Umsatz von Methylbenzylamin und Pyruvat war hingegen bei allen Varianten, außer
Glutamin, geringer als die des Wildtyps (siehe Abb. 5.21B). Die Substrate wurden in
Konzentrationen von jeweils 10 mM eingesetzt.
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Abbildung 5.21: Spezifische Aktivität von Mutanten der Position 164: (A) Für die
Reaktion Acetophenon (5mM)/Isopropylamin (500mM); (B) Für die Reaktion Pyruvat
(10mM)/Methylbenzylamin (10mM).
5.5 In silico Untersuchungen des Bindungsmodus
von AcAPA und verschiedenen Substraten
Neben der Erstellung von Strukturmodellen der AcAPA und der experimentellen Va-
lidierung war es Teil des Gesamtprojektes, die Struktur dieses Enzyms durch Rönt-
genkristallstrukturanalyse zu bestimmen. Die Kristallisation und Datenaufnahme der
Beugungsmuster erfolgte durch Frau Anu Mursula an der Universität Oulu (Finnland).
Die Erstellung und Verfeinerung der Struktur erfolgte durch Herrn Prof. Dr. Norbert
Sträter vom Biotechnologischen-Biomedizinischen-Zentrum der Universität Leipzig.
Die Auflösung der Kristallstruktur betrug 2,3 A˚. Es konnte die Struktur von 341 der 476
Aminosäuren vollständig aufgeklärt werden. Für 38 weitere Aminosäuren wurden lediglich
die Atome des Rückgrats aufgeklärt. Die 97 Aminosäuren, bei denen die Strukturaufklä-
rung nicht gelang, verteilten sich auf acht Bereiche (siehe Abb. 5.22). Die Analyse mit
Procheck ergab folgendes Ergebnis: Nach dem Ramachandran-Plot lag für 98,1 % der
Aminosäuren das Verhältnis zwischen φ- und ψ-Winkeln im optimalen bzw. zusätzlich
erlaubten Bereich. Im nicht erlaubten Bereich befanden sich 0,3 % aller Aminosäuren.
Der G-Faktor betrug -0,02.
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5.5.1 Vergleich der Kristallstruktur mit dem erstellten Modell
Der Vergleich der Kristallstruktur mit dem zu Beginn dieser Arbeit erstellten Homologie-
Modell ergab große Übereinstimmungen (siehe Abb. 5.22). Das Strukturalignment von
Modell und Kristallstruktur zeigte eine durchschnittliche Abweichung der Positionen
der Cα-Atome (RMSD) von 2,4 A˚. Bei 63 % der Aminosäuren betrug der Abstand der
Cα-Atome weniger als 2 A˚. Weniger als 1 A˚ Abstand zwischen den Cα-Atomen lag bei 31 %
der Reste vor. Die größten Abweichungen traten dabei insbesondere an den Termini sowie
in unstrukturierten Bereichen auf. Die Positionen der Aminosäuren, die den Cofaktor-
Substrat-Komplex binden, stimmten jedoch weitestgehend überein (siehe Tab. 5.5).
Der RMSD-Wert der Aminosäuren der Bindetasche betrug 1,74 A˚. Bei einem Teil der
Bindetasche (Leu59, Lys298, Val328) gab es auch in der Konformation der Seitenketten
große Übereinstimmungen. Stärkere Abweichungen traten bei dem Rest in Position 25
auf. Die Struktur der Aminosäuren in den Positionen 164, 242 und 437 konnte mit den
vorliegenden Daten nicht exakt bestimmt werden.
Abbildung 5.22: Sequenz der AcAPA. Die farbliche Hinterlegung kennzeichnet den
Abstand der Cα-Atome in einem Strukturalignment zwischen Homologie-Modell und Kris-
tallstruktur von AcAPA. Die grauen Bereiche konnten durch die Kristallstruktur nicht
bestimmt werden. Über der Sequenz ist zusätzlich die Sekundärstruktur markiert. Rot:
Helix (α, pi), Gelb: Faltblatt (parallel, antiparallel), Blau: Schleifen (α, β, γ, pi).
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Tabelle 5.5: RMSD-Werte und Abstand der Cα-Atome zwischen Substrat-bindenden
Resten von Homologie-Modell und Kristallstruktur der AcAPA.
Position Aminosäure alle Atome Cα-Atome
RMSD [Å] Abstand [Å]
25 Phe 3,2 3,9
56 Phe 3,3 1,9
59 Leu 1,1 1,2
60 Tyr 2,6 1,0
164 Tyr ? ?
242 Ala ? ?
298 Lys 1,3 1,2
328 Val 1,6 1,6
437 Met ? ?
[?] durch die Kristallstruktur nicht bestimmt
5.5.2 Vergleich der Kristallstrukturen von AcAPA und
anderen Amin-Pyruvat-Aminotransferasen
Während der Projektlaufzeit wurden zwei weitere Strukturen von Amin-Pyruvat-Ami-
notransferasen veröffentlicht. Dies waren Mitte 2011 die Amin-Pyruvat-Aminotransferase
aus Vibrio fluvialis JS17 [37] (PDB-Eintrag: 3NUI), im Folgenden als VfAPA bezeichnet,
und Anfang 2012 die Amin-Pyruvat-Aminotransferase aus Chromobacterium violaceum
[34] (PDB-Eintrag: 4A6T, [171]), im Folgenden als CvAPA bezeichnet. Der Vergleich
der drei Strukturen ergab eine Reihe von Übereinstimmungen im Bereich der Binde-
tasche (siehe Tab. 5.6). Neben den katalytisch wichtigen Resten Lys298 und Asp269,
die in allen Faltungstyp I Aminotransferasen konserviert und daher nicht noch einmal
explizit aufgeführt sind, waren die Aminosäuren Phe25, Leu59 und Ala242 der AcAPA
konserviert. Die Entsprechungen des Restes Tyr60 waren in den anderen Strukturen
Tryptophane. Der Loop-Bereich der AcAPA, in dem sich der Rest Tyr164 befindet, besaß
keine Entsprechung in den beiden anderen Strukturen. Der Rest Val328 der AcAPA
entsprach dem Rest Gly318 der CvAPA. Das Gegenstück zu den Positionen 56 und 328
war in der VfAPA ein polarer bzw. geladener Rest, im Unterschied zu den hydrophoben
Gegenstücken in der CvAPA.
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Tabelle 5.6: Vergleich der Substrat-bindenden Reste von Amin-Pyruvat-Aminotransferasen
mit bekannter Kristallstruktur. Verglichen wurden die Aminosäuren mit dem geringstem
Abstand der Cα-Atome in einem Strukturalignment.
AcAPA C. violaceum (4A6T) V. fluvialis (3NUI)
Position Aminosäure Position Aminosäure Position Aminosäure
25 Phe 22 Phe ? ?
56 Phe 56 Met 53 Asn
59 Leu 59 Leu 56 Leu
60 Tyr 60 Trp 57 Trp
164 Tyr ? ? ? ?
242 Ala 231 Ala 228 Ala
328 Val 318 Gly 322 Thr
437 Met 418 Cys 417 Leu
[?] keine Entsprechung
5.5.3 Docking von Substraten in die Kristallstruktur und
Moleküldynamiksimulationen der Komplexe
Durch die Anwendung von Computersimulationsmethoden sollte untersucht werden,
ob es möglich ist, eine Korrelation zwischen der relativen Aktivität der AcAPA für
ein bestimmtes Substrat und einer theoretischen Bewertungsfunktion, wie z. B. einer
Kraftfeld-basierten Interaktionsenergie, zu finden. Dabei wurden zunächst drei Substrate
ausgewählt, die vom Wildtyp gut (Acetophenon), schlecht (Butyrophenon) und gar
nicht (Isobutyrophenon) umgesetzt wurden. Zusätzlich wurde Benzophenon, ein Substrat
mit zwei aromatischen Ringen, als Negativkontrolle verwendet. Die Aktivität für dieses
Substrat konnte aufgrund seiner schlechten Löslichkeit in wässrigem Milieu nicht überprüft
werden. Nach den bisherigen Erkenntnissen konnte jedoch eine Akzeptanz durch den
Wildtyp der AcAPA ausgeschlossen werden, da in diesem Fall der zweite aromatische
Ring im Bereich S der Bindetasche binden müsste. Aufgrund der fehlenden Aktivität
für (R)-Methylbenzylamin und Isobutyrophenon beim AcAPA-Wildtyp sollte das nicht
möglich sein. Die Substrate wurden zusammen mit der drei-dimensionalen Struktur des
AcAPA-Wildtyps durch molekulares Docking und Dynamiksimulationen untersucht.
Da die Kristallstruktur unvollständig war, wurden die fehlenden Loop-Bereiche durch
Teile des Homologie-Modells ersetzt (vgl. 5.1.1). Die Modellierung erfolgte mit der
Software MOE 2012.10. Zunächst wurden die entsprechenden Bereiche des Modells in
die Kristallstruktur eingefügt. Danach wurde stufenweise durch Energieminimierung die
Konformation des hinzugefügten Bereiches optimiert. Dabei ist der Rest des Proteins
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fixiert worden. Die Schweratome des modellierten Bereiches wurden zunächst mit einer
spezifischen Kraftkonstante an ihren Koordinaten festgehalten, um eine Zerstörung des
modellierten Bereiches bei der Energieminimierung zu verhindern. Während folgender
Energieminimierungen wurde diese Kraftkonstante schrittweise auf null gesenkt. Die
unvollständigen Seitenketten innerhalb der Kristallstruktur wurden durch die Anwendung
von Rotameren mit günstiger Energie modelliert.
Für das molekulare Docking wurde das Softwarepaket Gold (CCDC Software Ltd.,
Cambridge, UK) in der Version 5.1 verwendet [101]. Zuvor wurden die Wasserstoffatome
der Rezeptorstruktur mit dem Programm reduce [172] aus dem Softwarepaket Amber 11
ergänzt. Die Durchmusterung des Konformationsraumes erfolgte unter Verwendung des
implementierten genetischen Optimierungsalgorithmus mit den Standardparametern. Als
Suchraum wurde ein Bereich von 15 A˚ um das ε-Stickstoffatom des katalytischen Lysins
festgelegt. Des Weiteren wurden die Aminosäureseitenketten der Reste 56, 60, 120, 122,
269, 298, 328, 330 und 437 als beweglich definiert. Die Seitenkettenkonformationen, die
während des Dockings durchmustert wurden, entstammen der integrierten Rotamerbi-
bliothek [173]. Die Bewertung der Dockingergebnisse erfolgte mit der Kraftfeld-basierten
Funktion GoldScore. Die vier enthaltenen Komponenten umfassen Wasserstoffbrücken
und Van-der-Waals-Kräfte zwischen Rezeptor und Ligand, sowie Van-der-Waals-Kräfte
und Torsionsspannungen innerhalb des Liganden. Als optionale Komponente wurden die
intramolekularen Wasserstoffbrücken des Liganden hinzugezogen. Der berechnete Fitness-
wert ist dimensionslos und hat eine offene Skala. Je höher der Wert ist, desto stärker ist
die Bindung des Liganden an den Rezeptor. Der Ligand war der Komplex aus Pyridoxal-
5’-phosphat und dem jeweiligen Substrat in seiner chinoiden Form, wie sie während der
Transaminierung auftritt (siehe Schritt 5 in Abb. 1.2). Von den bis zu 50 generierten
Lösungen wurde die beste durch Moleküldynamiksimulationen verfeinert (vgl. 4.1.6). Die
Auswahlkriterien für den Startkomplex waren ein hoher Fitnesswert sowie eine große
Übereinstimmung in der Konformation des PLP-Anteils des PLP-Substrat-Komplexes
mit dem co-kristallisierten Pyridoxal-5’-phosphat aus der Kristallstruktur.
Moleküldynamiksimulationen wurden mit den gedockten Enzym-Ligand-Komplexen
(vgl. 4.1.5) der AcAPA durchgeführt. Durch die Simulation sollte nicht nur die Stabilität
des berechneten Komplexes ermittelt werden, sondern auch eine mögliche energetisch
günstigere Konformation unter Einbeziehung des gesamten Enzyms.
Zunächst wurden Atomtypen, Partialladungen und Topologie der Liganden für das
verwendete Kraftfeld bestimmt (vgl. 4.1.6). Das für die Liganden verwendete GAFF-
Kraftfeld verfügte jedoch über keine geeigneten Parameter für die Iminiumbindung
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zwischen dem C4’-Atom des PLPs und dem zu transferierenden Amin. Daher wurde der
Atomtyp des Stickstoffatoms angepasst und die Kraftkonstante für den Torsionswinkel
der Bindung auf den für dieses Kraftfeld üblichen Wert einer Doppelbindung erhöht [174].
Nach der Vorbereitung der Struktur, dem Aufheizen und der Äquilibrierung des Systems
wurde die Simulation mit einer Länge von 6 ns für jeden Liganden fünfmal durchgeführt.
Die jeweiligen Endkonformationen wurden minimiert und ausgewertet
Die Auswertung der Bindetasche bestätigte zum Teil die Einschätzung aus der Analyse
von Inhibitoren aus den Kristallstrukturen mit dem Homologie-Modell (vgl. 5.1.2). Es
zeigten sich jedoch auch Unterschiede (siehe Abb. 5.23). So konnte Tyr164 nicht mehr dem
Bereich S zugeordnet werden, sondern interagierte im Bereich L mit den aromatischen
Gruppen des Substrats. Außerdem trat hier der zu Met437 benachbarte Rest Val436
stärker in Erscheinung.
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Abbildung 5.23: Ein gedockter PLP-MBA-Komplex in der Bindetasche der AcAPA-
Kristallstruktur nach Moleküldynamiksimulation und Energieminimierung: (A) Vorderan-
sicht; (B) Draufsicht. Bereich L: grün, Bereich S: blau, Zugangsbereich: orange.
Die durch die Energieminimierung der Endstrukturen der Moleküldynamiksimulatio-
nen erhaltenen Konformationen wurden mit Gold neu bewertet. Dabei wurden die
Bewertungsfunktionen GoldScore und ChemPLP benutzt. ChemPLP ist eine empi-
rische Fitnessfunktion. Der höchste Wert aus den neu bewerteten Konformationen wurde
ausgewertet.
Mit der Bewertungsfunktion GoldScore wurde ein Unterschied in den Fitnesswer-
ten für die Substrat-Komplexe festgestellt, der mit der Aktivität für diese Substrate
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korrespondiert (siehe Abb. 5.24). Bei der Bewertungsfunktion ChemPLP war dieser
Zusammenhang nicht erkennbar.
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Abbildung 5.24: Neubewertung von Substrat-Enzym-Komplexen der Wildtyp AcAPA aus
den Moleküldynamiksimulation der vorher gedockten Komplexe mit Gold. Die Substrate
waren Acetophenon (AP), Butyrophenon (BP), Isobutyrophenon (IBP) und Benzophenon
(BPH). Aufgetragen sind die ermittelten maximalen Fitnesswerte der jeweiligen Substrate
mit den beiden Bewertungsfunktionen GoldScore und ChemPLP aus der Gold-Software.
Die Fitness ist ein dimensionsloser Wert mit offener Skala.
Eine weitere Frage, die durch die Auswertung der Moleküldynamiksimulationen be-
antwortet werden sollte, war die Frage nach dem Bindungsmodus von Pyruvat. Dabei
sollte aufgeklärt werden, auf welche Weise die AcAPA die Carboxygruppe des Pyruvats
bindet. Es wurden eine Reihe von Moleküldynamiksimulationen mit einem gedockten
Alanin-PLP-Komplex durchgeführt. Die Auswertung erfolgte durch cpptraj aus dem Am-
berTools 11-Paket. Dabei wurde analysiert, welche Wasserstoffbrücken-Interaktionen
zwischen den beiden Sauerstoffatomen der Carboxygruppe und Resten des Enzyms wäh-
rend der Simulationen ausgebildet wurden. Folgende Kriterien für eine Wasserstoffbrücke
wurden verwendet. Der Abstand zwischen dem Donator (-X-H) und dem Akzeptor (Y-)
musste kleiner als 3 A˚ sein. Außerdem sollte der Winkel zwischen Akzeptor, Brückenwas-
serstoffatom und Donator zwischen 135° und 180° liegen.
Im Wildtyp der AcAPA wurden in fünf von acht Simulationen Wasserstoffbrücken
zwischen jeweils einem Carboxysauerstoffatom und dem Rest Tyr164 des Enzyms ausge-
bildet. In jeweils einer weiteren Simulation gab es größtenteils Wasserstoffbrücken mit
Ala242, Arg442 und Ser327.
Ergebnisse 94
Da die Mutanten mit einem ausgetauschten Tyrosins in Position 164 im Experiment
noch Pyruvat umsetzten (siehe Abb. 5.21B), wurden zusätzliche Simulationen mit einem
Modell der Mutation Y164V durchgeführt. In fünf von 13 Simulationen gab es eine
Interaktion mit Ala242. In einer Simulation wurde eine Wasserstoffbrücke mit dem Rest
Tyr148 ausgebildet. In acht Simulationen kam es zu keiner Interaktion bzw. lag deren
Anteil unter 20 % der ausgewerteten Zeitschritte.
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6 Diskussion
Die Ergebnisse, die im vorangegangenen Kapitel dargestellt wurden, bieten wertvolle Hin-
weise für die Anpassung von AcAPA an biokatalytische Verfahren. Darüber hinaus können
eine Reihe von Schlussfolgerungen zum Mechanismus der Substratbindung dieses En-
zyms gemacht werden. Inwiefern diese auch auf andere Amin-Pyruvat-Aminotransferasen
angewandt werden können, bleibt jedoch unklar.
6.1 Substrat-bindende Reste von AcAPA
Zunächst sollten die Substrat-bindenden Reste der AcAPA identifiziert und ihren Einfluss
durch Experimente überprüft werden. Diese Positionen können in späteren Entwicklungs-
vorhaben Ansatzpunkte sein, um die AcAPA für weitere Substrate zu optimieren. Dabei
wurden auch einige grundlegende Vorgehensweisen auf ihre Anwendbarkeit für diese
Aminotransferase geprüft.
Die Substrat-bindenden Reste in der Bindetasche können anhand eines Homologie-
Modells identifiziert werden. Das kann durch die Analyse von Bindungsmodi co-kristalli-
sierter Inhibitoren aus den Kristallstrukturen verwandter Aminotransferasen erfolgen. Die
konservierte Struktur von Aminotransferasen des Faltungstyps I, die konservierte Position
des Cofaktors und der gut untersuchte Bindungsmodus von Aminotransferase-Substraten
im Allgemeinen sollten entsprechende Rückschlüsse erlauben [58]. Dabei wurde erwartet,
dass diese Reste einen unmittelbaren Einfluss auf die Substratbindung und somit auf die
Substratspezifität besitzen. Das erstellte Homologie-Modell erwies sich bei dem Vergleich
mit der später bekannt gewordenen Kristallstruktur der AcAPA, trotz der geringen
Sequenzidentität zur Templatestruktur und dem niedrigen G-Faktor der Procheck-
Bewertung, als hinreichend genau für die Bestimmung der Substrat-bindenden Reste
(vgl. 5.5.2). Die experimentelle Überprüfung der identifizierten Positionen bestätigte
ihre Bedeutung für die Substratinteraktion. Die dabei erhaltenen Ergebnisse werden im
Folgenden genauer diskutiert.
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Die Überprüfung der identifizierten Positionen kann durch Sättigungsmutagenese erfol-
gen. Üblicherweise werden funktionale Aminosäuren durch einen Alanin-Scan identifiziert
[175]. Dabei wird in der entsprechenden Position durch Mutagenese ein Alanin eingebaut.
Die Methylgruppe dieses Restes kann im Normalfall keine Funktion ausüben, während eine
Beeinflussung der Sekundärstruktur des Proteins durch den Austausch unwahrscheinlich
ist. Der Austausch von funktionellen Resten durch Alanin, führt daher zu einem Funkti-
onsverlust. Zu diesen Funktionen gehören bei Enzymen z. B. die direkte oder indirekte
Beeinflussung der Katalyse oder die Ausbildung von elektrostatischen Interaktionen bei
der Substratbindung. Bei der Auswahl der Positionen wurden die für Aminotransferasen
bekannten katalytisch wichtigen Reste bereits ausgeschlossen [58]. Die Wahrscheinlichkeit
für die Ausbildung von elektrostatischen Interaktionen war bei den verbleibenden Resten
mit ihren überwiegend hydrophoben Seitenketten gering. Daher konnte nicht von einem
negativen Effekt der Alanin-Varianten für diese Positionen ausgegangen werden, was
sich in den Experimenten auch bestätigt hat (vgl. 5.1.3). Sättigungsmutagenese-Banken
für die einzelnen Positionen enthalten im Idealfall alle proteinogenen Aminosäuren und
ermöglichen ein differenzierteres Bild auf den Einfluss der entsprechenden Positionen
auf die Aktivität des Enzyms. Diese Methode hat in den durchgeführten Versuch jedoch
einige Schwächen gezeigt.
Die Anzahl an isolierten Einzelklonen war mit 94, trotz der theoretisch dreifachen
Abdeckung der 20 kanonischen Aminosäuren, wahrscheinlich zu gering, da einige Codons
stark überrepräsentiert waren (vgl. 5.4.1). Möglicherweise war der Syntheseprozess der
Primer nicht einheitlich. An vielen Stellen kam es außerdem zu Auswahlprozessen mit
begrenzter Stichprobe, die nicht vollständig zufallsdeterminiert sein könnten, wie z. B.
der Ausstrich und das Isolieren der Kolonien sowie die Auswahl der zu sequenzierenden
Proben. Damit sind mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht alle 20 kanonischen Aminosäuren
als Varianten für die einzelnen Positionen in den Einzelklon-Banken vertreten.
Aufgrund der schlechten Vergleichbarkeit der gemessenen Volumenaktivitäten von
einzelnen Varianten, ist der deutlichste Hinweis auf eine Beteiligung von Aminosäuren
an der Substratbindung eine fehlende Aktivität in der Referenzreaktion. Folgende Ur-
sachen für eine fehlende Aktivität der Enzymmutanten können ausgeschlossen werden
Zunächst wurde sichergestellt, dass die Sequenz der Enzymmutanten vollständig war
und das Enzym gelöst vorlag. Eine unmittelbare Beteiligung an der Katalyse scheint
aufgrund der bisherigen Erkenntnisse des Katalysemechanismus von Aminotransferasen
bei den ausgewählten Positionen unwahrscheinlich zu sein (vgl. 1.4). Auch eine Störung
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der Enzymstruktur ist wenig wahrscheinlich, da sich die ausgewählten Positionen in
unstrukturierten Bereichen des Enzyms befinden [176].
Die identifizierten Reste im Bereich L der Bindetasche zeigten in den Sättigungsmutage-
nese-Banken hohe Ausfallraten (siehe Abb. 5.4). Besonders Ala242 scheint ein kritischer
Rest beim Umsatz aromatischer Substrate zu sein. Viele der möglichen Aminosäuren
würden durch ihre Seitenketten den Raum des Bereichs L verkleinern. In den aktiven Vari-
anten der Position 242 wurden Aminosäuren identifiziert, deren Van-der-Waals-Volumen
im Vergleich zu anderen Aminosäureseitenketten am geringsten ist (siehe Tab. 5.2). Die
Seitenkette der Aminosäure dieser Position übt in Amin-Pyruvat-Aminotransferasen
keine spezielle Funktion aus. Das strukturell analoge Glutamat in ω-Aminotransferasen
ist jedoch Teil des „Glutamat-Switch“ und ein essentieller Bestandteil bei der Substratin-
teraktion (siehe Tab. 5.1) [48].
Die Aminosäuren, die dem Bereich S zugeordnet wurden, zeigten in den Einzelklon-
Banken aus der Sättigungsmutagenese nur einen geringen Einfluss auf den Umsatz der
Referenzsubstrate. Nur wenige Klone waren in diesen Banken inaktiv (siehe Abb. 5.4).
Die Durchmusterung von Klon-Clustern nach Aktivitäten für Butyrophenon erbrachte
einen deutlicheren Hinweis für die Bedeutung der Position 328 auf die Substratbindung.
Eine Reihe von Mutanten mit erhöhter Aktivität für Butyrophenon wurde hier identi-
fiziert. Nach dem postulierten Bindungsmodus bindet der Bereich S den vergrößerten
aliphatischen Rest (vgl. 1.4.2). Somit war zu erwarten, dass bei der Umsetzung dieses
Substrates die Aminosäuren im Bereich S von Bedeutung sind. Die Erhöhung der spezi-
fischen Aktivität beim Umsatz von Acetophenon und Isopropylamin der Mutanten für
die Position 164 (vgl. 5.4.2.3), lässt ebenfalls auf eine Relevanz für die Substratbindung
schließen.
Die übrigen identifizierten Reste sind weiter von der Bindetasche entfernt. Hier wurden
keine unmittelbaren Effekte auf die Substratbindung erwartet. Da in den Positionen
25 und 56 nur ein Prolin-Austausch die Enzymfunktion zerstörte, scheinen in diesen
Fällen strukturelle Faktoren wahrscheinlicher zu sein. Prolin ist in den möglichen φ-
und ψ-Winkeln eingeschränkt und kann daher zu einer Störung im Verlauf des Protein-
rückgrates führen [177]. Bisher wurde dies besonders bei α-Helices beobachtet, was hier
allerdings nicht der Fall war [178]. Ein fehlender Einfluss der verschiedenen Varianten
in den Sättigungsmutagenese-Banken auf die Enzymaktivität in der Referenzreaktion
muss andererseits nicht zwangsläufig bedeuten, dass diese Position keinen Einfluss auf die
Substratspezifität hat. Ein Beispiel dafür ist Position 25, die sich als durchaus bedeutend
erwies. Ohne eine direkte Interaktion mit dem Substrat führte die Variation dieser Ami-
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nosäure zu einer Veränderung der Aktivität für die getesteten Substrate (vgl. 5.4.2.1).
Die Ursache dieses Einflusses wird später thematisiert.
Die hier identifizierten Positionen besitzen alle einen Einfluss auf die Umsetzung der
Referenzsubstrate und sollten bei zukünftigen Vorhaben zur Anpassung von AcAPA an
neue Substrate zuerst berücksichtigt werden. Mutagenesestudien unter Einbeziehung von
mehreren dieser Positionen könnten schneller zu positiven Ergebnissen führen, als das
bei rein stochastischen Verfahren unter Einbeziehung aller Positionen der Fall wäre. Die
Ergebnisse legen außerdem nahe, dass auch bei anderen Aminotransferasen, trotz der
geringen Sequenzidentitäten untereinander, die Identifizierung der Substrat-bindenden
Reste anhand eines Homologie-Modells möglich ist.
6.2 Substratspezifität von AcAPA
Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse ergänzen auch das Modell der Bindetasche
und der Substratbindung von Amin-Pyruvat-Aminotransferasen [51]. Dazu gehören
Fragestellungen zur Beschaffenheit der akzeptierten Substrate, den Besonderheiten der
Bindetasche und dem Mechanismus der dualen Substratspezifität.
Bei Amin-Pyruvat-Aminotransferasen erfolgt die duale Substratbindung nicht durch
einen Salzbrückenschalter, sondern durch eine Umlagerung von Wasserstoffbrücken. Bei
den ω-Aminotransferasen Acetylornithin-Aminotransferase aus Thermus thermophilus
HB8 (1WKH) und der humanen Ornithin-Aminotransferase (2OAT) interagiert das
Arginin in der Position 371 bzw. 413 mit der α-Carboxygruppe eines Substrats [48].
Die Abschirmung dieses Restes bei der Bindung eines Substrats, dem diese Gruppe
fehlt, erfolgt durch den Glutamatrest in der Position 197 bzw. 235. In der Struktur von
AcAPA entspricht das Arginin in der Position 442 dem Carboxy-Interaktionspartner
der ω-Aminotransferasen. Das abschirmende Glutamat fehlt jedoch. In dieser Position
befindet sich der Rest Ala242. Die Moleküldynamiksimulation der AcAPA-Struktur mit
dem Pyruvat-PLP-Komplex zeigten, dass Tyr164 den größten Anteil an Interaktionen
mit der Carboxygruppe des Liganden besitzt (vgl. 5.5.3). Zu diesem Rest gibt es weder
in den Strukturen der beiden verglichenen ω-Aminotransferasen (vgl. 5.1.2), noch in den
Amin-Pyruvat-Aminotransferasen VfAPA und CvAPA (siehe Tab. 5.6) eine Entspre-
chung. Da die Substitution dieses Restes keinen Effekt auf Pyruvat als Aminoakzeptor
hat (siehe Abb. 5.21B), scheint dieser Rest jedoch nicht essentiell für die Bindung der
α-Carboxygruppe zu sein. In den Simulationen gab es noch eine Reihe weiterer Interakti-
onspartner, was darauf schließen lässt, dass die Anpassungsmöglichkeiten der Bindetasche
Diskussion 99
von AcAPA für die Interaktion mit Carboxygruppen sehr umfangreich sind. Eine endgül-
tige Klärung könnte durch eine Strukturaufklärung mit entsprechenden co-kristallisierten
Inhibitoren möglich sein.
In einer Studie von Shin aus dem Jahr 2002 wurde festgestellt, dass die Aktivität
von VfAPA für aromatische Substrate von deren Oberflächeninhalt abhängt [51]. Die
untersuchten Substrate besaßen Substituenten in der para-Position des aromatischen
Ringes sowie vergrößerte Reste am aliphatischen Teil des Substrats. Im Gegensatz dazu
ergaben die Aktivitäten der AcAPA für verschiedene aromatische Substrate ein anderes
Bild von diesem Zusammenhang zwischen der Struktur des Substrats und der Aktivität
des Enzyms (vgl. 5.3). So reduziert ein Brom-Atom (Van-der-Waals-Radius: 185 pm) in der
para-Position die Aktivität von VfAPA um die Hälfte [51], während ein Chlor-Atom (Van-
der-Waals-Radius: 175 pm) in der gleichen Position bei AcAPA zu keiner Veränderung der
Aktivität führt. Des Weiteren lässt sich ein deutlicher Effekt der Position des Substituenten
auf die Aktivität bei den verschiedenen Isomeren von Methoxyacetophenon beobachten.
Trotz des gleichen Oberflächeninhaltes gibt es starke Schwankungen in den Aktivitäten
für diese Substrate. Auch der Unterschied in der Akzeptanz zwischen Butyrophenon und
Isobutyrophenon, wo sich bei gleichem Oberflächeninhalt die Aktivität unterscheidet,
sowie die hohe Aktivität für das bedeutend größere 4-Phenyl-2-butanon widerspricht dem
klassischen Modell. Insofern ist es entweder möglich, dass das Modell der Korrelation von
Substratoberflächen und Aktivität unvollständig ist oder nicht auf alle Amin-Pyruvat-
Aminotransferasen angewendet werden kann.
Eine Ergänzung zu diesem Modell könnte die Flexibilität des Substrats, dass heißt, die
Anzahl der frei rotierbaren Einfachbindungen, zusätzlich berücksichtigen. Dabei wird
davon ausgegangen, dass eine größere Anzahl der rotierbaren Bindungen des Substrats
dessen Umsetzung durch das Enzym begünstigt. Butyrophenon wurde vom Wildtyp
der AcAPA und seinen Mutanten mit einer höheren Aktivität umgesetzt, als das bei
Isobutyrophenon der Fall war (vgl. 5.3). Bei fast identischem Oberflächeninhalt verfügt
Isobutyrophenon nur über zwei drehbare Bindungen, während Butyrophenon drei dreh-
bare Bindungen besitzt. Selbst Valerophenon mit vier frei rotierbaren Einfachbindungen
wurde von einem Großteil der AcAPA-Varianten mit höherer Aktivität umgesetzt (siehe
Abb. 5.16 und 5.13), obwohl es einen größeren Oberflächeninhalt als Isobutyrophenon
besitzt. Der Zusammenhang zwischen Enzymaktivität und Faktoren wie Oberflächenin-
halt und Flexibilität des Substrats konnte auch durch eine QSAR-Berechnung abgebildet
werden (siehe Tab. 5.4). Aufgrund der wenigen zur Verfügung stehenden Daten bietet
das erstellte Modell jedoch nur einen ersten Hinweis auf die Tendenzen und ist nicht für
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quantitative Berechnungen nutzbar. Eine mögliche Schlussfolgerung ist, dass sich flexible-
re Substrate der Bindetasche besser anpassen können und mit höherer Wahrscheinlichkeit
einen produktiven Bindungsmodus einnehmen. Dies entspricht dem „induced fit“-Modell,
in dem nicht nur das Enzym seine Konformation bei der Bindung anpasst, sondern auch
das Substrat. Der erhöhte Entrophieverlust bei der Bindung solcher Substrate scheint
dabei kompensiert zu werden. Nicht in dieses Modell passt die geringe Aktivität des
AcAPA-Wildtyps für 1-Phenyl-2-butanon. Die beiden Substituenten des ketogruppentra-
genden Kohlenstoffatoms dieses Substrats führten unabhängig voneinander nicht zu einer
Verringerung der Aktivität für diese Substrate (vgl. 5.3). Der Ethylrest von Propiophenon
störte die Aktivität ebenso wenig, wie die aromatische Gruppe von 4-Phenyl-2-butanon,
die sogar über eine längere aliphatische Kette zwischen aromatischem Ring und dem
die Aminogruppe tragendem Kohlenstoffatom verfügt. Möglicherweise stellt ein aroma-
tischer Ring, der über ein einzelnes Kohlenstoffatom mit dem ketogruppentragendem
Kohlenstoffatom verbunden ist, einen sterisch ungünstigen Zustand dar. Dieser tritt bei
einem aliphatischen Linker, bestehend aus zwei Kohlenstoffatomen, oder einem fehlenden
Linker nicht auf.
Die Ergebnisse der Aktivitäten für Substrate mit vergrößerten Resten, die in der
Theorie mit dem Bereich S der AcAPA-Bindetasche interagieren (vgl. 5.5.3), werfen die
Frage auf, inwiefern die Enantiospezifität der verschiedenen Varianten davon beeinflusst
wird und welche Rolle die Flexibilität der Substrate dabei spielt. Zunächst bestimmt der
asymmetrische Aufbau der Bindetasche von Amin-Pyruvat-Aminotransferasen, passend
zur Asymmetrie der Substrate, die enantiospezifische Umsetzung [39]. Die sterischen
Einschränkungen im Bereich S der Bindetasche verhindern die Bindung von großen Grup-
pen (z. B. Aromaten) eines Substrats. Auch die Anzahl der drehbaren Einfachbindungen
der Substrate besitzt einen Einfluss. Eine Substitution des Valins in der Position 328
im Bereich S durch Alanin führt bereits zu einer Aufhebung der Enantiospezifität für
4-Fluorophenylaceton, aber nicht für 4-Nitroacetophenon [43]. 4-Fluorophenylaceton ver-
fügt im Gegensatz zu 4-Nitroacetophenon über eine weitere drehbare Bindung zwischen
der aromatischen Gruppe und dem Kohlenstoffatom der Ketogruppe. Die zusätzliche
Flexibilität dieses Restes ermöglicht es, dass dieser auch im Bereich S gebunden werden
kann. Die aromatische Gruppe von Methylbenzylamin, die direkt an dem Kohlenstoffatom
sitzt, welches die Aminogruppe trägt, kann erst von der Varianten V328G in geringem
Maße gebunden werden (siehe Abb. 5.17), was im vorliegenden Fall den Umsatz des
(R)-Enantiomers von Methylbenzylamin ermöglichte. Aus dem gleichen Grund wird ver-
mutlich die verzweigtkettige aliphatische Gruppe von Isobutyrophenon besser im Bereich
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S dieser Variante gebunden. Eine Umkehrung der Enantiospezifität von (S)-spezifischen
Amin-Pyruvat-Aminotransferasen zur Produktion von (R)-Aminen ist nicht ohne wei-
teres möglich. In diesem Fall darf das Substrat nur in der Ausrichtung binden, welche
ausschließlich die Protonierung bzw. Deprotonierung der re-Seite zulässt. Dafür müsste
gleichzeitig der Bereich L verkleinert werden, um dort die Aufnahme des größeren Restes
sterisch auszuschließen. Für die Entwicklung eines (R)-spezifischen Biokatalysators ist es
daher wahrscheinlich mit geringerem Aufwand verbunden, sich auf die Erschließung von
(R)-spezifischen Amin-Pyruvat-Aminotransferasen zu konzentrieren.
Die Akzeptanz von Substraten wird bei der AcAPA überwiegend von sterischen Faktoren
beeinflusst. Elektrostatische Interaktionen scheinen nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen. Bei den verschiedenen Varianten der acht getesteten Positionen in der Bindetasche
führten polare Seitenketten in vielen Fällen zu keiner großen Beeinflussung der Aktivität
(siehe Tab. 5.2). In den Positionen Leu59 und Ala242 befanden sich Aminosäuren mit
geladenen bzw. polaren Seitenketten unter den Mutanten die noch aktiv waren. Auch
bei den intensiver untersuchten Positionen Phe25 und Tyr164 führten Aminosäuren mit
polaren Seitenketten zu keiner Einschränkung beim Umsatz hydrophober Substrate. Die
Position Val328, deren Rest unmittelbar mit der aliphatischen Komponente der Substrate
interagiert, bildete hier eine Ausnahme (vgl. 5.4.2.2).
Die Aktivität der AcAPA für ein Substrat kann über die Affinität der Substratbindung
anhand von Dockingsimulationen abgeschätzt werden. Die Bindungsstärke eines Substrats
an ein Enzym hat zunächst keinen Einfluss auf die Katalyse. In den Fällen in denen
die Substratbindung jedoch der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, besteht ein
Zusammenhang zwischen der Affinität des Substrats und der Aktivität, welcher durch
entsprechende Kraftfeld-basierte Interaktionsberechnungen abgebildet werden kann. Da
die untersuchten Substrate bis auf die reaktive Gruppe überwiegend hydrophob sind,
geben dabei insbesondere Van-der-Waals-Interaktionen den Ausschlag für die berechnete
Bindungsenergie. In einer Studie von Svedendahl aus dem Jahr 2010 konnte bei der
Bindung von 4-Fluorophenylaceton und 4-Nitroacetophenon an ein Homologie-Modell
von AcAPA ein Energieunterschied von 3 bzw. 5,1 kJ/mol bei Dockingsimulationen mit
der Software AUTODOCK zwischen dem (S)- und dem (R)-Enantiomer festgestellt
werden [43]. Damit wurde der Unterschied in der Enantiopräferenz von Wildtyp und
verschiedenen Varianten durch ein theoretisches Modell belegt. In der vorliegenden Ar-
beit führte die Kombination von Substratdocking mit Gold und der Verfeinerung der
Konformation durch Moleküldynamiksimulationen jedoch zu keinem auswertbaren Un-
terschied in den Bewertungen durch die Docking-Software bei den getesteten Substraten.
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Weder GoldScore noch ChemPLP waren in der Lage signifikante Unterschiede in den
Bindungsenergien der Substrate mit verschiedenen Resten des aliphatischen Substrat-
teiles abzubilden, die für eine Erklärung der unterschiedlichen Aktivitäten ausreichend
wären (siehe Abb. 5.24). Dies widerspricht aber nicht unbedingt den Ergebnissen der
Svedendahl-Studie [43]. Zwischen der (S)- und der (R)-Form der verwendeten Substrate
besteht ein großer struktureller Unterschied, was zu dem beobachteten Unterschied in
den Bindungsenergien geführt haben könnte. Jedoch stellen die schwachen hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat sowie die unspezifische Bindetasche
von AcAPA eine große Herausforderung für theoretische Berechnungen dar.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen die Möglichkeiten und Grenzen der Einflussnahme
auf die Substratspezifität der AcAPA durch Mutagenese auf. Die Bindetasche der AcAPA
ist bereits stark geprägt von Resten mit hydrophoben Seitenketten (vgl. 5.1.2). So besteht
eine Möglichkeit der Optimierung auf größere Substrate nur durch die Beseitigung von
sterischen Einflüssen [43, 179]. Eine wichtige Position im Bereich S der Bindetasche ist
Val328. Bereits der Vergleich mit anderen Strukturen von ω-Aminotransferasen, die einen
großen Rest der Substrate an dieser Stelle binden und nur einen Glycin-Rest in dieser
Position besitzen, weist auf dessen Bedeutung hin (siehe Tab. 5.1). Gestützt wird diese
Vermutung durch die hohen Aktivitäten der AcAPA-Variante V328G für Substrate mit
vergrößerten aliphatischen Gruppen, wie Valerophenon, dass über eine Propylgruppe
verfügt (vgl. 5.4.2.2). Aus der Natur sind bislang keine (S)-spezifischen Aminotransferasen
bekannt, die eine Propylgruppe im Bereich S der Substratbindetasche akzeptieren [180].
Die vorliegenden Ergebnisse sowie die Erkenntnisse aus der Literatur lassen den Schluss
zu, dass es wahrscheinlich nicht möglich ist, eine universelle Aminotransferase für alle
möglichen Substrate zu erzeugen. So werden kleine Substrate zumindest von VfAPA eben-
falls mit einer geringeren Aktivität umgesetzt [51]. Außerdem sind der Vergrößerung der
Bindetasche auch Grenzen gesetzt. Der Blick in die Struktur von AcAPA zeigte, dass der
Bereich S durch den Verlauf des Proteinrückgrates eingeschränkt ist. Die Aufnahme von
z. B. aromatischen Gruppen im Bereich S wird sich somit durch eine alleinige Variation
der Substrat-bindenden Reste nicht erreichen lassen. Neben der direkten Einflussnahme
der Substrat-bindenden Reste sind jedoch auch mittelbare Einflüsse von Aminosäuren
denkbar, die in größerer Entfernung zur Bindetasche liegen [181, 182]. So könnte eine
Mutation von entfernten Resten z. B. zu einer Verlagerung des Rückgrats führen. Die
Vorhersage solcher Positionen durch SCMF-Entropie-basierte Methoden ist u. a. bei
einer Gramicidin S Peptid Synthetase gelungen [183, 184]. Auch die Verkürzung von
Loop-Regionen in der Bindetasche durch Deletion von Sequenzabschnitten könnte mögli-
Diskussion 103
cherweise die Aufnahmekapazität für große Substrate erhöhen. Solche Veränderungen
wurden bereits bei einer Orotat-Phosphoribosyltransferase durchgeführt [185]. Trotzdem
sind die Auswirkungen eines solchen verhältnismäßig umfangreichen Eingriffes in die
Struktur eines Enzyms auf dessen Stabilität schlecht vorhersehbar. Weitere Einflüsse
von entfernten Resten auf die Aktivität von Enzymen liegen bei Bindetaschen vor, die
tief im Kern eines Enzyms liegen [186]. Aminosäuren, die am Zugang zur Bindetasche
liegen, können die Zugänglichkeit von Substraten beeinflussen. Es kann gezeigt werden,
dass dies bei Aminotransferasen der Fall ist (siehe Abb. 5.1). Aufgrund der Lage in der
AcAPA-Struktur scheint die Position Phe25 einen solchen Einfluss zu besitzen. Mutan-
ten dieser Position verfügten, aufgrund der kleineren bzw. flexibleren Seitenketten der
Aminosäuren, über verbesserte Aktivitäten für Substrate mit vergrößertem aliphatischen
Anteil (vgl. 5.4.2.1), obwohl dieser Rest bei der Umsetzung des Substrats nicht direkt
mit diesem Bereich interagiert.
6.3 Substratinhibition bei der AcAPA
Die Substratinhibition bei Aminotransferasen ist ein wichtiger Faktor für den Einsatz in
der industriellen Biotechnologie. Wirtschaftliche Ausbeuten von chiralen Aminen sind
nur bei hohen Substratkonzentrationen möglich. Eine verringerte Enzymaktivität bei
hoher Substratkonzentration kann unterschiedliche Ursachen haben. Es ist bekannt,
dass Isopropylamin in hohen Konzentrationen Aminotransferasen inaktivieren können
[187]. Da die beiden für die Reaktion benötigten Substrate in derselben Bindetasche
aufgenommen werden, kann es hier jedoch auch zu Substrat- und Produktinhibition
kommen. Dabei kommt es zur Bildung eines unproduktiven Komplexes, wenn das Enzym
das für den jeweiligen Zustand unpassende Substrat bindet [22]. Besonders ausgeprägt
ist dies, wenn eines der beiden Substrate im Überschuss vorliegt. In diesem Fall ist
die Kollisionsfrequenz des Enzyms mit dem Überschuss-Substrat entsprechend höher,
auch wenn das Enzym aufgrund seines aktuellen Zustands nicht in der Lage ist, das
entsprechende Substrat umzusetzen.
Es ist ein Mechanismus vorstellbar, wie das Enzym dies regulieren kann. Die Affinität
des Enzyms für Ketone bzw. Amine muss sich abhängig vom jeweiligen Zustand des
Cofaktors unterscheiden. Eine Veränderung der Affinität für verschiedene Substrate in Ab-
hängigkeit von der Form des Cofaktors wurde bereits bei der Ornithin-Aminotransferase
festgestellt [82]. Bei VfAPA wurde entdeckt, dass die Desaminierung von Methylben-
zylamin schneller abläuft als die Aminierung von Acetophenon, was ebenfalls durch
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verschiedene Bindungsaffinitäten verursacht wird [170]. Für einen Aminodonor, der im
Überschuss vorliegt, hat das folgende Bedeutung. Wenn der Enzym-PLP-Komplex den
Aminodonor mit einer höheren Affinität bindet als der Enzym-PMP-Komplex, würde die
Wahrscheinlichkeit für inaktive Komplexe abnehmen. Die Position 164 der AcAPA scheint
diesen Mechanismus zu beeinflussen. Die vorliegenden Daten lassen zwei Schlüsse zu
(vgl. 5.4.2.3). Die Affinität des Enzym-PMP-Komplexes für Acetophenon wurde erhöht,
ohne die Affinität des Enzym-PLP-Komplexes für Methylbenzylamin mit zu erhöhen.
Alternativ wurde die Affinität des Enzym-PMP-Komplexes für Isopropylamin abgesenkt
bzw. die Affinität des Enzym-PLP-Komplexes für Isopropylamin erhöht. In beiden Fällen
würde die Substratinhibition beeinflusst werden. Der letztere Fall wäre jedoch weitaus
interessanter, da dieses Substrat im Überschuss vorliegt. Endgültig ließe sich diese Frage
nur durch Analyse der getrennten Halbreaktionen klären. Diese Untersuchung ist jedoch
sehr aufwendig und ungenau. Eine Erhöhung der Stabilität des Enzyms und die daraus
resultierende Toleranz gegen hohe Konzentrationen von Isopropylamin könnte die hohe
Aktivität der Tyr164-Mutanten ebenfalls erklären. Diese Position liegt jedoch in einem
Loop-Bereich an der Oberfläche der Bindetasche, also im Lösungsmittel-zugänglichen Be-
reich. Da Proteine bis auf wenige Ausnahmen [188] durch intramolekulare, nicht-kovalente
Wechselwirkungen im Proteinkern stabilisiert werden, ist ein Beeinflussung der Stabilität
durch die Substitution einer Oberflächen-Aminosäure unwahrscheinlich.
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7 Zusammenfassung
Aminotransferasen besitzen ein großes Potential für die biokatalytische Herstellung von
chiralen Aminen. Durch die Spezialisierung von Enzymen auf bestimmte Substrate
ist es für diese Anwendungen notwendig, geeignete Enzyme durch Mutagenese an die
gewünschten Ausgangsprodukte eines biokatalytischen Prozesses anzupassen. Solche
Entwicklungsvorhaben sind jedoch mit großem Aufwand verbunden und für die Indus-
trie wenig attraktiv. Mit dieser Arbeit wurden daher die Grundlagen geschaffen, um
die Substratspezifität einer Amin-Pyruvat-Aminotransferase aus Arthrobacter citreus
(AcAPA) gezielter zu beeinflussen und so die Entwicklungszeit bei der Etablierung von
biokatalytischen Prozessen mit diesem Enzym zu verkürzen. Dabei wurden rationale wie
auch empirische Methoden eingesetzt.
Zunächst wurden die Aminosäurepositionen bestimmt, die bei der Umsetzung direkt
mit dem Substrat interagieren. Bei der Substitution dieser Reste kann von einem unmit-
telbaren Einfluss auf die Substratspezifität ausgegangen werden. Diese Bestimmung kann
über die drei-dimensionale Struktur des Enzyms erfolgen. Da für die AcAPA zunächst
keine experimentell bestimmte Struktur vorlag, wurde auf der Basis eines Proteins mit
ähnlicher Sequenz und bekannter Struktur ein Homologie-Modell erstellt. Die Suche
nach einem geeigneten Template erfolgte durch eine PSI-BLAST-Suche in der Datenbank
für nicht-redundante Proteinsequenzen des NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Eine mutmaßliche Aminotransferase aus Silicibacter sp. TM1040 (PDB-
Eintrag: 3FCR) wurde als geeignetes Template ausgewählt. Als Vorbereitung für die
Modellierung wurde ein multiples Sequenzalignment mit den Sequenzen der AcAPA, des
Templateproteins und 500 weiteren ähnlichen Sequenzen zur Stützung des Alignments
erstellt. Die sich aus diesem Alignment ergebende Sequenzidentität zwischen AcAPA und
dem Template betrug 24,6 %, was für ein aussagekräftiges Modell noch ausreichend ist.
Nach der Erstellung des Strukturmodells auf der Basis des Sequenzalignments und der
Templatestruktur wurden die Substrat-bindenden Reste durch einen Vergleich mit anderen
ähnlichen Strukturen identifiziert. Dies ist möglich, da die Lage der Bindetasche bei PLP-
abhängigen Enzymen eines Faltungstyps stark konserviert ist und der Bindungsmodus
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von Enzyminhibitoren denen der Substrate ähnelt. Strukturelle Alignments zwischen dem
AcAPA-Modell und ähnlichen Strukturen von Aminotransferasen mit co-kristallisiertem
Inhibitor wurden erstellt. Durch die Lage der Inhibitoren in dem Homologie-Modell der
AcAPA wurden anschließend die Substrat-bindenden Reste bestimmt.
Die Bindetasche wurde in einen Bereich mit großer Ausdehnung L, einen Bereich
mit sterischen Einschränkungen S und einen Zugangsbereich eingeteilt. Durch einen
Vergleich mit anderen Amin-Pyruvat-Aminotransferasen konnte angenommen werden,
dass Bereich L große aromatische Reste sowie Carboxygruppen von Substraten bindet,
während Bereich S nur kleine aliphatische Reste aufnehmen kann. Der Bereich L wird
hauptsächlich von den Resten Leu59, Tyr60 und Ala242 bestimmt. Zum Bereich S gehören
die Reste Val328 und Tyr164. Im Zugangsbereich befinden sich die Reste Phe25, Phe56
und Met437.
Um den Einfluss dieser Positionen auf die Funktion des Enzyms zu untersuchen, wurden
Mutationsexperimente durchgeführt. Durch eine zufallsbasierte Sättigungsmutagenese
wurde für jede Position eine Mutantenbank erstellt, die alle proteinogenen Aminosäuren
abdecken sollte. In diesen Banken wurde für jede Position mindestens eine Mutation
nachgewiesen, bei der die Enzymfunktion stark beeinträchtigt war. Dies stellt den deut-
lichsten Hinweis für eine Beteiligung an der Substratbindung dar. Besonders empfindlich
für Mutationen erwies sich die Position Ala242 im Bereich L, die bei Amin-Pyruvat-
Aminotransferasen sehr konserviert ist. Vermutlich hat diese Position Einfluss auf die
Aufnahme aromatischer Reste in diesem Bereich, da ein Großteil der möglichen Muta-
tionen diesen Bereich durch eine größere Seitenkette verkleinert. Die meisten Reste des
Bereichs S und des Zugangsbereichs zeigten in diesen Versuchen keinen großen Einfluss
auf die Aktivität. Die Untersuchung dieser Sättigungsmutagenese-Banken mit den Stan-
dardsubstraten führte zu einem ersten Hinweis auf die Relevanz von Positionen bei der
Substratbindung. Jedoch konnte nicht zwischen einem Funktionsverlust durch Fehlfaltung
und schlechterer Interaktion unterschieden werden. Außerdem sind mit diesen Ergebnis-
sen keine Aussagen über das Potential dieser Mutanten beim Umsatz nicht-natürlicher
Substrate möglich.
Parallel dazu wurde die spezifische Aktivität des AcAPA-Wildtyps für eine Reihe von
Substraten analysiert. Durch Substrate mit verschiedenen Substituenten des Kohlenstoffa-
toms an dem die Reaktion stattfindet, sollten die sterischen Einschränkungen der Binde-
tasche untersucht werden. Der in der Literatur für eine Amin-Pyruvat-Aminotransferase
aus Vibrio fluvialis beschriebene Zusammenhang zwischen der Aktivität für aromati-
sche Substrate und deren Oberflächeninhalt konnte für dieses Enzym nicht vorbehaltlos
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nachgewiesen werden. Eindeutige Positionseffekte von Substituenten des aromatischen
Ringes und der Einfluss der Anzahl von drehbaren Einfachbindungen waren erkennbar.
Besonders schlecht wurden Substrate mit vergrößertem aliphatischen Anteil umgesetzt,
die dem Modell nach mit dem Bereich S der Bindetasche interagierten. Dies stützt die
Vermutung, dass hier besonders große sterische Einschränkungen vorliegen.
Die Inaktivität von Mutanten in den Sättigungsmutagenese-Banken bot keinen Hinweis,
ob diese auch nicht-natürliche Substrate umsetzen können. Deshalb wurde in den jeweili-
gen Bibliotheken der einzelnen Positionen nach Mutanten gesucht, die Butyrophenon
umsetzen. Dieses Substrat unterscheidet sich von besser akzeptierten Substraten durch
eine Butylgruppe die im Bereich S bindet. Für die Positionen Phe25 und Val328, die
sich im Bereich S der Substratbindetasche befinden, konnten Mutanten mit erhöhter
Aktivität für dieses Substrat identifiziert werden. Da in diesen beiden Positionen eine
Reihe von Aminosäuren zu einer Verbesserung der Aktivität führten, sollte untersucht
werden, welche Eigenschaften der Aminosäureseitenketten die Substratspezifität beein-
flussen. Dafür wurden für diese beiden Positionen Mutanten mit allen proteinogenen
Aminosäuren zusammengestellt. Diese wurden auch mit zwei weiteren Substraten unter-
sucht. Valerophenon verfügt über eine Propylgruppe und Isobutyrophenon besitzt einen
verzweigtkettigen, aliphatischen Substituenten. In beiden Fällen bindet dieser Substituent
im Bereich S der Bindetasche. Für diese Substrate war der AcAPA-Wildtyp vollständig
inaktiv.
Nahezu alle Mutanten der Position Phe25 führten zu erhöhten Aktivitäten für Buty-
rophenon, Valerophenon und Isobutyrophenon. Bei den Mutanten mit den größtenteils
unpolaren Aminosäuren Valin, Methionin, Leucin, Isoleucin und Threonin war die Aktivi-
tät für Butyrophenon um den Faktor 7–14 erhöht. Auch das größere Valerophenon konnte
von Mutanten dieser Position mit einer spezifischen Aktivität von bis zu 0,03 U/mg um-
gesetzt werden. Die jeweiligen Seitenketten der Aminosäuren sind kleiner und flexibler als
beim Wildtyp. In diesen Fällen wurde wahrscheinlich die Zugänglichkeit der Bindetasche
für das Substrat verbessert. Darauf weist die Unspezifität der Mutation und die Lage
dieses Restes in der Struktur hin.
Der Austausch von Val328 im Bereich S, die direkt mit dem Substrat interagiert, führte
zu den höchsten gemessenen Aktivitäten für die drei getesteten Substrate. Die spezifische
Aktivität dieser Mutanten beim Umsatz von Butyrophenon lag mit 0,07–0,1 U/mg um
den Faktor 21–32 höher als die des Wildtyps. Die Aktivität der besten Variante für
Valerophenon betrug 0,09 U/mg. Bislang sind keine natürlichen (S)-spezifischen Ami-
notransferasen bekannt, die eine Propylgruppe im Bereich S der Substratbindetasche
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akzeptieren. Isobutyrophenon konnte von einer anderen Mutante mit einer Aktivität
von 0,04 U/mg umgesetzt werden. In dieser Position führten weniger Aminosäuren zu
einer Erhöhung der Aktivität für die getesteten Substrate. Darüber hinaus kann eine
Korrelation zwischen der Aktivität und dem Molekulargewicht bzw. der Anzahl der rotier-
baren Einfachbindungen des Substrats sowie des Molekulargewichts der ausgetauschten
Aminosäure angenommen werden. Mit größerem Molekulargewicht von Substrat oder
Aminosäure bzw. bei einer geringeren Zahl rotierbarer Bindungen des Substrats nahm
die Aktivität ab.
Bei einer Reihe von Positionen wurden auch polare und geladene Aminosäuren iden-
tifiziert, die für sich genommen zu keiner bedeutenden Einschränkung in der Aktivität
führten. Das lässt darauf schließen, dass elektrostatische Interaktionen bei der Substrat-
bindung bzw. beim Ausschluss von Substraten nur eine untergeordnete Rolle spielen.
Effekte, die auf eine Beeinflussung der Substratinhibition schließen lassen, wurden bei
Varianten der Position Tyr164 gefunden. Die Aktivität der Mutante Y164V beim Umsatz
von Acetophenon war bei hohen Konzentrationen des Aminodonors Isopropylamin um den
Faktor 3 höher als beim Wildtyp. Bei der Umsetzung von Pyruvat und Methylbenzylamin
in äquimolaren Mengen war kein Unterschied zum Wildtyp zu erkennen. Dies weist auf
eine Verschiebung in der Substratinteraktion zwischen dem aminierten und dem nicht-
aminierten Enzym hin, was die Voraussetzung für die Beeinflussung der Substratinhibiton
ist.
In Kooperation mit der Arbeitsgruppe „Strukturanalytik von Biopolymeren“ der
Universität Leipzig und dem Department of Process and Environmental Engineering der
Universität Oulu konnte schließlich die Kristallstruktur von AcAPA gelöst werden. Die
Aufklärung von 71 % der Struktur gelang mit einer Auflösung von 2,3 A˚. Der Vergleich
mit dem ursprünglichen Homologie-Modell zeigte, dass weite Teile mit der experimentell
gelösten Struktur übereinstimmten. Insbesondere die Aminosäuren der Bindetaschen
stimmten in ihren Positionen größtenteils überein.
Mit dieser Kristallstruktur sollte geklärt werden, ob es möglich ist die relative Aktivität
von Substraten durch theoretische Berechnungen vorauszusagen. Dazu wurde molekulares
Docking in Kombination mit Moleküldynamiksimulationen eingesetzt. Zunächst wurden
drei Substrate ausgewählt, die vom Wildtyp gut (Acetophenon), schlecht (Butyrophenon)
und gar nicht (Isobutyrophenon) umgesetzt wurden. Benzophenon, ein Substrat mit
zwei aromatischen Ringen, diente als Negativkontrolle. Die fehlenden Loop-Bereiche der
Kristallstruktur wurden durch Teile des Homologie-Modells ersetzt. Nach dem Erzeugen
der Enzym-Substrat-Komplexe durch Docking wurden mit den geeignetsten Komplexen
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Moleküldynamiksimulationen durchgeführt. Die Neubewertung der Komplexe nach den
Simulationen ergab keinen deutlichen Unterschied in der Bewertung der einzelnen Sub-
strate. Mögliche Ursachen sind die bestimmenden, theoretisch schwer zu beschreibenden
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat sowie die unspezifische Bindetasche
von AcAPA.
Aminotransferasen besitzen die Fähigkeit Carboxygruppen und hydrophobe Gruppen
von Substraten in derselben Bindetasche aufzunehmen. Deshalb wurden in den Moleküldy-
namiksimulationen die Wasserstoffbrücken-Interaktionen zwischen der Carboxygruppe
von Pyruvat und Aminosäuren von AcAPA ausgewertet. Es sollte geklärt werden, welcher
der verschiedenen Mechanismen der dualen Substratbindung von Aminotransferasen bei
diesem Enzym vorliegt. In verschiedenen Simulationen trat eine Reihe von Resten für
diese Interaktion in Erscheinung. Die häufigsten Interaktionen fanden mit dem Rest
Tyr164 statt. Da Mutanten dieser Position jedoch weiterhin Pyruvat umsetzten, wurden
zusätzliche Simulationen mit der Variante Y164V durchgeführt. In einer Reihe von Simu-
lationen kam es überwiegend Interaktionen mit dem Amidstickstoffatom von Ala242. Mit
geringer Häufigkeit wurden auch Interaktionen mit einigen anderen Resten beobachtet.
Es ist somit anzunehmen, dass bei AcAPA eine Umlagerung von Wasserstoffbrücken
zur dualen Substratbindung führt. Dabei scheinen die Anpassungsmöglichkeiten der
Bindetasche für die Interaktion mit Carboxygruppen sehr umfangreich zu sein.
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8 Summary
Aminotransferases have a great potential for the biocatalytic production of chiral amines.
Because of specialization of enzymes on dedicated substrates it is necessary for this
application to fit suitable enzymes on the desired source substances of a biocatalytic
process throught mutagenesis. Such development projects are involving a high amount of
effort and are less attractive for industry. With this work the influencing of the substrate
specifity of an amine-pyruvate-aminotransferase from Arthrobacter citreus (AcAPA)
could be more purposeful. This can shorten the development time in establishment of
biocatalytic processes with this enzyme. For this purpose rational as well as empiric
methods have been used.
First the amino acid positions were determined, which interact directly with the
substrate while conversion. With the substitution of these residues a direct impact
on the substrate specifity can be assumed. The determination can be performed by a
three-dimensional structure of the enzyme. Since no experimental determined structure of
AcAPA was available, a comparative model was made on the base of a similar protein with
known structure. The search of an appropriate template was performed through a PSI-
BLAST search in the database of non-redundant protein sequences of the NCBI (National
Center for Biotechnology Information). A putative aminotransferase from Silicibacter
sp. TM1040 (PDB-entry: 3FCR) was chosen as suitable template. As preparation for
the modelling a multiple sequence alignment was created with the sequences of AcAPA,
the template and 500 additional similar sequences for the support of the alignment.
The sequence identity resulting from the alignment between AcAPA and the template
amounted 24,6 %. This was still sufficient for a meaningful model.
After creating of the structure model on the base of the sequence alignment and the
template structure the substrate binding residues were identified through comparison
with other similar structures. This is possible because the position of the active site of
PLP-dependent enzymes of one folding type is highly conserved and the binding mode of
inhibitors is similar to the substrates. Structural alignments between the AcAPA-model
und similar structures of aminotransferases with cocrystallized inhibitor were created. By
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the location of the inhibitors in the comparative model of AcAPA the substrate binding
residues were subsequently identified.
The active site was divided in a large binding pocket L, a binding pocket with sterical
hindrances S and an access area. Through comparison with other amine-pyruvate-
aminotransferases it can be assumed that binding pocket L can bind large aromatic
substituents as well as carboxy groups, while pocket S can only take up small aliphatic
substituents. The large binding pocket is formed by the residues Leu59, Tyr60 and
Ala242. The residues Val328 and Tyr164 belongs to pocket S. In the access area the
residues Phe25, Phe56 and Met437 are located.
To explore the impact of these positions to enzyme function, mutational experiments
were performed. With a saturation mutagenesis approach a mutant library containing
all proteinogenic amino acids was created for each position. In these libraries there was
at least one mutation with affected enzyme function. This is the clearest indication
for a participation in substrate binding. The position Ala242 in the pocket L proved
particularly sensitive for mutations. This amino acid is highly conserved in amine-
pyruvate-aminotransferases. Probably this position has influence on the uptake of
aromatic groups in this area. A major part of the possible mutants reduced this binding
pocket through a larger side chain. In the pocket S and the access area, most of the
residues showed no major influence on the activity. The analysis of these saturation
mutagenesis libraries led to a first hint about the relevance of positions to substrate
binding. But it couldn’t be distinguished between a loss of function through misfolding or
weaker interaction. Additional these results contain no information about the potential
of these mutants for conversion of non-natural substrates.
Beside this also the specific activity of the AcAPA wildtype was determined for a wide
range of different substrates. Sterical hindrances in the active site should be analyzed
through substrates with different substitutions at the carbon atom, where the reaction
proceeds. The correlation between activity and surface area of the substrate, described in
literature for an amine-pyruvate-aminotransferase from Vibrio fluvialis, couldn’t implicitly
be proved for this enzyme. Clear effects of substituent position at the aromatic ring
and the influence of the number of rotatable single bonds were observable. Substrates
with large, aliphatic groups, which interact with pocket S in the model, were converted
especially poor. This supports the assumption, that particular large sterical hindrances
are existing here.
The inactivity of mutants in the saturation mutagenesis libraries didn’t provide a hint,
if they couldn’t convert non natural substrates. Therefore it was searched for mutants
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in the respective libraries of the single positions, which converted butyrophenone. This
substrate differs from better accepted substrates through a butyl group, which is binding
in pocket S. For positions Phe25 and Val328, which are located in the pocket S of the
active site, mutants with higher activity for this substrate could be identified. Because
of the fact that in these positions a set of amino acids leads to an improvement of
the activity, it should be examined, which properties of the side chains influence the
substrate specifity. For this task, collections of mutants with all proteinogenic amino
acids were composed for these positions. These were also examined with two further
substrates. Valerophenone has a propyl group and isobutyrophenone has a branched
chain substituent. In both cases these groups binds to pocket S in the active site. For
these substrates the AcAPA wildtype was completely inactive.
Nearly all mutants of the position Phe25 led to increased activities for butyrophenone,
valerophenone and isobutyrophenone. For mutants containing the mainly unpolar amino
acids valine, methionine, leucine, isoleucine and threonine the activity was increased 7
to 14-fold. Even for the bulkier valerophenone a specific activity of 0.03U/mg could
be achieved by mutants of this position. The respective sidechains of the amino acids
are smaller and more flexible as the wildtype one. In these cases the accessibility of the
active site for the substrate was probably improved. The unspecifity of the mutations
and the position of the residue indicate this.
The mutation of the position Val328, which interacts directly with the substrate,
led to the highest activities for the three tested substrates. These mutants have an
activity of 0.07–0.1U/mg which is 21- to 32-fold higher than the wildtype activity in the
conversion of butyrophenone. The activity of the best mutant V328G for valerophenone
was 0.09U/mg. So far no natural (S)-specific aminotransferase is known, which accept
a propyl group in the pocket S of the active site. Isobutyrophenon is converted by the
mutant V328A with an activity of 0.04U/mg. In this position only a few amino acids led
to an increase of the activity for the tested substrates. Moreover, a correlation between
the activity and a set of properties of the substrates and the exchanged amino acids on
this position can be assumed. These properties are the molecular weight and the number
of rotatable single bonds of the substrate as well as the molecular weight of the amino
acid. With a higher molecular weight of substrate or amino acid and respectively a lower
number of rotatable bonds the activity for the substrate decreased.
At a number of positions polar and charged amino acid substitutions were also identified,
which didn’t lead to a significant reduction of the activity. This suggests that electrostatic
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interaction while substrate binding and the exclusion of substrates respectively plays a
minor role.
Effects, which imply an influence of substrate inhibition, were found at mutants of the
position Tyr164. The mutant Y164V showed a threefold higher activity with acetophenone
than the wildtype enzyme at high concentration of the amino donor isopropyl amine.
While conversion of pyruvate and methylbenzylamine in equimolar amounts, no difference
to the wildtype was recognizable. This indicates a shift in substrate interaction between
the aminized and the not aminized enzyme. This is a requirement to influence the
substrate inhibition.
In cooperation with the research group "Structural analysis of biopolymers" of the
University of Leipzig and the Department of Process and Environmental Engineering of
the University of Oulu the crystal structure of AcAPA was finally solved. The elucidation
of 71% of the structure succeed at resolution of 2.3 A˚. The comparison with the initial
comparative model showed great conformity with the experimental solved structure.
Especially the active site residues coincided mainly in their positions.
With this crystal structure it has been clarified, if it is possible to predict the relative
activity for substrates with theoretical calculations. For this purpose molecular docking
in combination with molecular dynamic simulations was used. First three substrates
were chosen, which were converted by the wildtype with high (acetophenone), low
(butyrophenone) and no (isobutyrophenone) activity. Benzophenone, a substrate with
two aromatic rings, served as negative control. The missing loop areas of the crystal
structure were replaced by parts of the homology model. After creation of enzyme-
substrate-complexes thought docking a molecular dynamic simulation was performed
with the most appropriate complexes. The re-evaluation of the complexes after simulations
showed no clear difference in the scoring of the single substrates. Possible causes are the
decisive interactions between enzyme and substrate, which are theoretically difficult to
describe as such as the unspecific active site of AcAPA.
Aminotransferases have the ability to provide carboxy groups and hydrophobic groups
of substrates in the same active site. Therefore hydrogen bonds between the carboxy
group of pyruvate and residues of AcAPA were analyzed in molecular dynamic simulations.
It should be solved, which of the different mechanisms of dual substrate binding of amino-
transferases is present in this enzyme. In different simulations a row of residues became
obvious for this interaction. The most frequently interaction took place with residue
Tyr164. Since mutants of this position also convert pyruvate, additional simulations were
performed with the mutant Y164V. In a number of simulations interactions with the
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amide backbone nitrogen of Ala242 were found. Interactions with other residues could
be observed with less frequency. It can be concluded that a rearrangement of hydrogen
bonds leads to dual substrate recognition for AcAPA. The possibilities for adaptation of
the active site for interactions with carboxy groups appear to be very extensive.
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